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El término ictus, ataque cerebral, o golpe en latin, representa a una
entidad de causa vascular, con una presentacion brusca o violenta que
conduce a la necrosis tisular, y asi afecta a la funcionalidad del encéfalo, y que
puede presentar manifestaciones clinicas variables en funcién del territorio
arterial afectado (1, 2). A lo largo de la historia este proceso clinico-patologico
se ha conocido bajo diversas denominaciones, por ejemplo apoplejia, término
de implicaciones histéricas, asociado a una connotacion de mal prondstico y de
imposibilidad de recuperacion. El ictus se debe considerar un sindrome y no
una entidad Unica, ya que es una patologia heterogénea que agrupa por un
lado a la patologia isquémica y por otro a la hemorrégica, y que puede afectar
tanto a la patologia de vaso pequefio como a gran vaso, teniendo ademas la

posibilidad de estar relacionado con mdultiples etiologias (3).

El ictus constituye un problema clinico de primer orden y representa la
segunda causa de muerte en todo el mundo (4-6). No obstante asistimos a una
disminucién de la mortalidad en paises desarrollados (7-9). Este descenso en
la mortalidad tendra un impacto limitado en la carga que representa el ictus,
dado el envejecimiento de la poblacién que conlleva una mayor incidencia del
mismo. De esta manera el descenso de la mortalidad por si mismo no va a ser
suficiente para disminuir las que repercusiones sociales y personales (10, 11)
Se estima que 1 de cada 5 mujeres y 1 de cada 6 hombres sufriran un ictus a lo
largo de su vida (12). La incidencia del ictus presenta variaciones geograficas
tanto en nuestro pais como en el resto de Europa (6, 13, 14). La tasa de
mortalidad en Catalufia en relacién con ictus fue de 92 en hombres y 119 en
mujeres por cada 100.000 habitantes mayores de 24 afios; las tasas ajustadas

por edad fueron de 58 (IC [intervalo de confianza] 95%: 56 a 61) y 43 (IC 95%:



41 a 44), respectivamente (15); la incidencia acumulada (casos mortales y no
mortales) fue de 218 (IC 95%: 214 a 221) en hombres y de 127 (IC 95%: 125 a
128) en mujeres por 100.000 habitantes (15, 16). Otros estudios han arrojado
una incidencia menor con 150 nuevos casos por 100.000 habitantes (17). A
este respecto debemos sefalar que los estudios epidemiolégicos sobre el ictus
estan lastrados por problemas metodoldgicos dado que en la mayoria de ellos
la informacion disponible se basa en registros hospitalarios, en encuestas
realizadas puerta a puerta, en poblacién total por muestreo o mediante el
registro de las defunciones. Con respecto a la prevalencia, los datos
disponibles en nuestro pais la sitian en torno al 2% en mayores de 20 afios en
el area de Alcoy (18). Las cifras serian mas altas cuando se restringe la
poblacion estudiada a los subgrupos de mayor edad, alcanzando un 16,8 % en
el area de Madrid (19). Un metandlisis de diversos estudios realizados en
mayores de 70 afios y en distintas zonas geogréficas hall6 que las tasas de
prevalencia ajustadas por edad fueron el 7,3% para los varones, 5,6% para las

mujeres, y el 6,4% para ambos sexos (20).

Entre las posibles consecuencias del ictus esta la discapacidad que llega
a alcanzar en algunas series una tasa del 7 % (21), entre las causas de
discapacidad relacionadas con el ictus podemos encontrar los déficits motores
o los del lenguaje, alteraciones psiquicas, crisis epilépticas secundarias o el
deterioro cognitivo (22). Debemos sefialar ademas, que la enfermedad vascular
es la segunda causa de demencia y se relaciona no solo con la demencia
vascular, sino que también tiene una accién sinérgica sobre la enfermedad de

Alzheimer, ya que favorece su aparicion precoz (23).



A la vista de los datos citados vemos que los costes atribuibles al ictus,
ya sea personales, familiares o sociales son enormes (24, 25), siendo miles las
personas afectadas en nuestro pais, asi como millones las horas empleadas en
el cuidado tanto por la familia como personal sanitario (26). En la estimacion de
los costes debemos considerar tanto los costes indirectos, como los ligados a
la pérdida de la capacidad productiva, que dependeran de la edad y de la
profesion del sujeto afectado (27). Ademas cada una de las intervenciones
diagnosticas y terapéuticas que se practican en el ictus supone un coste y con

frecuencia se plantea la relacion coste-efectividad de las mismas (26, 28).

Clasificacion

Los ictus se clasifican en diversos subtipos siguiendo criterios clinicos,
topograficos, patogénicos, diagndésticos y prondsticos (2, 29). Después de dos
ediciones previas, en 1990 el “National Institute of Neurological Disorders and
Stroke” (NINDS) de Estados Unidos traté de definir las variadas formas de ictus
segun su presentacion clinica, sus mecanismos patogénicos y sus lesiones
anatomopatoldgicas (29). En lineas generales los ictus pueden dividirse en dos
grandes grupos segun su mecanismo de produccién: la isquemia cerebral o
ictus isquémico (IS) y la hemorragia intracraneal o ictus hemorragico (IH) (10,
30). Los IS representan entre el 80 y el 85 % de todos los ictus, mientras que el
15-20% restante obedecen a un IH (30). A su vez, dentro de la isquemia
cerebral se puede distinguir entre la isquemia cerebral focal, que afecta a una
sola zona del encéfalo, y la isquemia cerebral global, que afecta al encéfalo de
forma difusa. Por otra parte, dentro de los IH se diferencian los hematomas
cerebrales, ya sean profundos o corticales, ademas de la hemorragia

subaracnoidea (HSA) (10).



Segun la duracién del proceso isquémico, clasicamente se consideran
dos tipos de isquemia cerebral focal: el Ataque Isquémico Transitorio (AIT) y el
infarto cerebral (2). ElI AIT se define como un episodio de isquemia cerebral
focal o monocular de duracion inferior a 24 horas, mientras que el infarto
cerebral produce un déficit neurolégico que persiste mas de 24 horas,
indicando la presencia de necrosis tisular (2), aunque se han planteado
diversas objeciones a la definicién de AIT en estos términos. La duraciéon de 24
horas se considera arbitraria, de hecho, la mayoria de los AIT duran menos una
hora (tipicamente menos de 10 minutos). Hoy en dia se postula que las
medidas terapéuticas para la isquemia cerebral se deberian poner en marcha
en las primeras horas y, por tanto, el intervalo de 24 horas para definir los AIT
puede resultar excesivo. Ademas una proporcion importante de estos episodios
transitorios se asocian a lesiones cerebrales que aparecen como establecidas
en los estudios de neuroimagen, especialmente cuando empleamos la
Resonancia Magnética Craneal (RMN) para el diagnéstico (31). Por otra parte,
el diagnostico de AIT puede dar una falsa impresion de benignidad, cuando en
realidad los pacientes que han sufrido un AIT tienen un riesgo alto de sufrir un
ictus y de aparicibn de otros eventos vasculares, o que obliga a adoptar

medidas de prevencién secundaria globales (32).

Segun la causa subyacente se distinguen varias categorias clinicas de
IS (33), en primer lugar tenemos la enfermedad ateromatosa de gran vaso que
puede afectar a las arterias caroétidas o vertebrales de localizacion extracraneal,
enfermedad que también puede asentar en las principales arterias
intracraneales (34, 35). Las placas pueden ser estables y condicionar un

evento clinico por una estenosis o0 que actle por un mecanismo hemodinamico,



o producir la clinica a nivel distal por un embolismo arteria-arteria en relaciéon
con la presencia de una placa heterogénea e inestable. Los ictus
cardioembolicos se relacionan con una fuente cardiaca de émbolos ya sea en
presencia 0 no de patologia estructural, siendo el ejemplo fundamental la
fibrilacion auricular (FA), ya sea valvular (FAV) o no valvular (FANV); aunque
el ictus embdlico puede relacionarse con muchas otras patologias cardiacas,
como una valvula protésica, endocarditis, trombos murales secundarios a
etiologia isquémica entre muchas otras causas (10). Los ictus de origen
ateromatoso al igual que los de causa cardioembdlica se suelen expresar como
sindromes territoriales presentando clinica cortical como la afasia, las agnosias
y los déficits campimétricos. Otra de las alternativas etiologicas fundamentales
es la patologia lacunar o de pequefio vaso que afecta a arterias perforantes y
que tiene como sustrato la lipohialinosis y la microateromatosis, y que se
relaciona desde el punto de vista etiolégico con la hipertension o la diabetes, y
desde el punto de vista clinico con la presentacion en forma de sindromes
lacunares. El resto de las etiologias comprende un conjunto de entidades
menos frecuentes entre las que podemos encontrar disecciones, vasculitis,
sindrome antifosfolipido (SAF), causas genéticas y muchas otras (10). El
estudio etiologico a veces es dificil y requiere un esfuerzo diagnéstico a pesar
del cual nos encontramos en torno a un 25-40% de ictus que se consideran de
causa indeterminada (36). Los ictus también se pueden clasificar desde el
punto de vista topografico en funcién del vaso afectado, lo que lleva aparejada
una variabilidad clinica en funcion del lecho arterial lesionado (37). Tenemos
en primer lugar los ictus territoriales que pueden afectar a la totalidad del

territorio anterior o de manera parcial, clasificandose conforme a la clasificacion



"Oxfordshire Stroke Project Classication” (OCSP) en 4 categorias. Estas serian
en primer lugar los sindromes territoriales tipo “Total anterior circulation infarct
(TACI)” o “Partial anterior circulation infarct (TACI)”; ademas estarian los
infartos lacunares que se denominan “Lacunar anterior circulation infarct”
(LACI) y los ictus de circulacién posterior o “Posterior circulation infarct” (POCI)

(38).

La isquemia cerebral global tiene su origen en un descenso del flujo
sanguineo de todo el encéfalo, como ocurre con la parada cardiaca. Afecta a
los hemisferios cerebrales de forma difusa, con o sin lesion asociada del tronco
del encéfalo y/o cerebelo. Clinicamente puede provocar sindromes cerebrales
focales que se localizan de manera caracteristica en los territorios frontera
entre las areas irrigadas por la cerebral anterior y la media y la que limita entre
los territorios irrigados por las arterias cerebrales media y posterior; también
puede presentarse como déficits cognitivos como puede ser un trastorno de

memoria, un estado vegetativo persistente o la muerte cerebral.

Los IH, hematomas o hemorragias cerebrales son extravasaciones de
sangre hacia el parénquima cerebral. La etiologia mas frecuente de los mismos
es la hipertension arterial, que se asocia hemorragias subcorticales. Otras
causas de IH incluyen la angiopatia amiloide que es mas propia de ancianos,
cuya topografia es cortical denominandose hematomas lobares, ademas estan
las malformaciones vasculares, farmacos (p. ej. anticoagulantes), toxicos (p. €j.
alcohol, cocaina), diatesis hemorragicas y tumores. Segun la topografia,
podemos clasificar la hemorragia parenquimatosa en: lobar, profunda (ganglios
basales, capsular o subtalamica), troncoencefalica y cerebelosa. La

presentacion clinica depende de la localizacién y el volumen del sangrado. Los



signos y sintomas de una hemorragia cerebral pueden ser indistinguibles de los
de los IS, aunque en la hemorragia cerebral son mas frecuentes la disminucion
de la conciencia y la cefalea intensa. El diagndstico requiere la realizacion de
una Tomografia computarizada craneal (TAC). La hemorragia subaracnoidea
(HSA) primaria que consiste en la extravasacion primaria de sangre al espacio
subaracnoideo que se debe generalmente a la rotura de un aneurisma y que
tipicamente provoca una cefalea brusca e intensa, con frecuencia asociada a

signos meningeos y alteracion del nivel de conciencia.

Factores de riesgo

El IS es una de las manifestaciones de la enfermedad vascular, como
también lo son la enfermedad de arterias coronarias o cardiopatia isquémica
(EAC) o la enfermedad arterial periférica (EAP). Estas enfermedades
comparten factores de riesgo (FR) y mecanismos patogénicos, y ademas
ocurre que con frecuencia estas enfermedades se solapan (39, 40). La mayor
parte de los ictus, tanto isquémicos como hemorragicos, se relacionan con un
grupo reducido de 10 factores de riesgo (41). No obstante los FR conocidos no
explican la totalidad del riesgo relacionado con esta enfermedad, aunque las
estimaciones son variables se especula que este riesgo no explicado puede
alcanzar el 50 % (42). Se han encontrado vinculos epidemiol6gicos entre los
ictus y multiples FR, algunos de los FR estan bien documentados, mientras que
otros aun deben ser confiimados. Los FR pueden clasificarse como
modificables, potencialmente modificables y no modificables. Tenemos ademas
qgue la adiciébn de FR incrementa el riesgo de sufrir un ictus. Es importante
detectar pacientes con FR no modificables ya que, aunque éstos no se puedan

tratar, identifican sujetos de alto riesgo en los que la coexistencia de FR



modificables sugiera la necesidad de realizar un control preventivo mas
estricto. En la tabla se recoge una clasificacion de los factores de riesgo tanto

para los IS como para los hemorragicos (IH) (43).

Tabla Factores de riesgo de los ictus isquémicos

I) Factores de riesgo bien documentados
a) Modificables
Hipertension arterial
Cardiopatia
Fibrilacion auricular
Endocarditis Infecciosa
Estenosis mitral
Infarto de miocardio reciente.
Tabaquismo
Anemia de células falciformes
AlTs previos
Estenosis carotidea asintomatica
b) Potencialmente modificables
Diabetes mellitus
Homocisteinemia
Hipertrofia ventricular
¢) No modificables
Edad
Sexo
Factores hereditarios
Raza/etnia
Localizacion geografica

Il) Factores de riesgo menos documentados
a) Potencialmente modificables

Dislipemias

Otras cardiopatias
Miocardiopatia
Discinesia de la pared ventricular
Endocarditis no bacteriana
Calcificacion del anillo mitral
Prolapso mitral
Contraste ecocardiografico espontaneo
Estenosis adrtica
Foramen oval permanente
Aneurisma del septo atrial

Uso de anticonceptivos orales

Consumo excesivo de alcohol

Consumo de drogas

Sedentarismo

Obesidad

Factores dietéticos

Hematocrito elevado

Hiperinsulinemia/ resistencia a la insulina

Desencadenantes agudos: estrés

Migrafia

Estados de hipercoagulabilidad e inflamacién

Enfermedad subclinica

Engrosamiento intima-media

Ateromatosis adrtica

Factores socioeconomicos

b) No modificables
Estacion del afio
Clima

Fuente: Sacco et al (43)



Factores de riesgo no modificables

La edad es el principal FR no modificable para el ictus, de manera que la
incidencia de ictus se duplica aproximadamente cada 10 afios a partir de los 55
afos, aunqgue las cifras varian considerablemente, incluso dentro de una misma
region (44, 45). A partir de los 75 afios, las tasas especificas de mortalidad
vascular referidas al ictus por grupo de edad (década) se sitian en la primera

causa de muerte (46, 47).

El sexo es otro FR ya que el ictus es mas prevalente en hombres que en
mujeres, salvo por encima de los 85 afios y entre los 35 y 45 afios (45, 47). Las
muertes por enfermedad vascular en Espafia son mas numerosas en mujeres
gue en hombres, aunque la tasa ajustada por edad y tipo de enfermedad

vascular es superior en los hombres (48, 49).

La raza constituye otro de los FR no modificable pues en diversos
estudios se ha visto que las personas de origen afroamericano e
hispanoamericano presentan una mayor incidencia y mortalidad por ictus (47,
50), hallazgo significativo para el IH (51). Una explicacion de este hecho puede
ser la mayor prevalencia de factores de riesgo como la hipertension o la
diabetes entre la poblacibn negra afroamericana, aunque es improbable que
estos factores puedan explicar el exceso de carga en ciertas razas. En nuestro
entorno no hemos hallado diferencias significativas en relacion con la
prevalencia de los principales factores de riesgo entre la poblacion espafiola
con ictus respecto la del norte de Europa, salvo en lo relativo a la hipertension,

qgue fue mas prevalente en poblacion espafola (52). Por otra parte se han visto



diferencias raciales en lo relacibn con la respuesta a los farmacos

antiagregantes y a hipotensores (53, 54).

La historia familiar de ictus confiere un mayor riesgo de padecer un ictus,
este hecho se ha vinculado en parte con una mayor susceptibilidad a padecer
estos factores, y en parte con el compartir un mismo estilo de vida (55, 56). La
historia familiar ha mostrado un mayor riesgo para los gemelos homocigotos
respecto a los heterocigotos en una revision sistematica de estudios
observacionales, este riesgo afecta tanto a la microangiopatia como a la
patologia de vaso grande (57). Los estudios en gemelos apoyan el papel de la
herencia en la patogenia del ictus, no obstante el nimero de casos es pequefio
y el intervalo de confianza amplio (58, 59). Se plantea obtener mas informacion
por el estudio de historias familiares de casos indice, aunque es susceptible de

sesgos (57, 60).

Se estima que la herencia participa en la patogenia del ictus en un 37,5
% de los casos de IS, distribuyéndose por subtipos etioldgicos en un 40.3%
para la enfermedad de gran vaso, 32.6% para el cardioembolico y para la
enfermedad de pequefio vaso el 16.1% (61). El riesgo diferencial de la
ateroesclerosis en la poblacion general puede reflejar variaciones en los genes
gue modulan la respuesta inflamatoria a los lipidos oxidados en la pared arterial
(62). Por ello se ha sugerido un papel diferencial de los genes que participan en
la patogenia de la aterosclerosis (63, 64). La historia familiar de patologia

vascular ocurre con mas frecuencia en mujeres que en hombres (65).

El riesgo aumentado de padecer un ictus se puede relacionar con

diversos mecanismos como la transmision hereditaria de los factores de riesgo
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de ictus, la herencia de una susceptibilidad a los efectos de los factores de
riesgo, o por compartir en el entorno familiar factores culturales, ambientales o
de estilo de vida, y a la interaccion entre factores ambientales y genéticos (66-
68). Ejemplo de estas interacciones son la hipertension y la diabetes, ademas
de otros FR como puede ser la hiperhomocisteinemia (69). Dado que el ictus y
la EAC comparten muchos factores de riesgo y patogenia se han hecho
intentos de vincular al ictus con los polimorfismos asociados al Infarto agudo de
miocardio (IAM) y a la EAC, pero no se ha encontrado significacién estadistica
a la hora de establecer la relacion de la misma magnitud en lo referente al ictus
(70). No obstante un metanalisis posterior si demostré solapamiento entre los
fenotipos de enfermedad EAC e IS, especialmente para la enfermedad de gran

vaso (71).

Factores de riesgo modificables

Los FR modificables son aquellos que se benefician de una intervencién
terapéutica a la hora de reducir la posibilidad de sufrir un evento vascular. Entre
ellos tenemos el consumo de alcohol, tabaquismo, sedentarismo, la dislipemia

y especialmente la hipertension, entre otros.

El consumo de alcohol ha mostrado relacion con el riesgo vascular y que
esta relacién ocurre en forma de “J” para el riesgo de morbimortalidad de la
EAC y la cerebrovascular. De esta manera los consumos pequefios podrian
tener un efecto protector frente a un efecto perjudicial que ocurre con el
consumo de cantidades mayores del mismo (72-74). El mecanismo por el que
un consumo moderado de alcohol se ha relacionado con la reduccién de la

probabilidad de experimentar un IS puede estar relacionado con un aumento en
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las cifras de HDL (75), con una disminucion de la agregacion plaquetaria (76), y
una menor concentracion de fibrindbgeno (77). El riesgo asociado con el alcohol
se eleva a consecuencia de varios mecanismos, entre ellos estan la
hipertension secundaria a su consumo, un aumento de la coagulabilidad, la
reduccion del flujo sanguineo cerebral o relacionado con fenédmenos embdlicos
de origen cardiaco (78-80). Ademas el consumo de alcohol se ha relacionado
con la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico (81). Ademas tenemos

que la relacion entre el de alcohol y el IH se ha demostrado que es lineal (82).

El tabaco es otro potente FR para experimentar un ictus tras ajustar
otros con otros factores de riesgo, tal como nos lo demuestran los resultados
del andlisis multivariante de la cohorte de Framingham, ademds en relacién
con el tabaco se mantiene una relacion entre dosis y respuesta (83, 84). El
riesgo de ictus de cualquier tipo relacionado con el tabaco se incrementa en un
50% respecto al que tienen los sujetos no fumadores, independiente del sexo o
la edad (85, 86), y el riesgo de enfermedad vascular es relevante incluso con
un consumo bajo de cigarros (87). El tabaquismo se ha relacionado de forma
especifica con el IH, en especial con el sangrado subaracnoideo
incrementandose el riesgo de sufrirlo en mas de un 50 % (88), aunque hay
datos contrapuestos (89). En fumadores pasivos existe también un riesgo
elevado de enfermedad vascular, tanto para la EAC como para el ictus, y para
el cancer (85, 90, 91). En sujetos expuestos a tabaco ambiental la relacion
causal no parece ocurrir en forma de dosis y respuesta (92). El efecto del
tabaco se explica por mecanismos que favorecen la aterosclerosis, afiadiendo
los efectos sobre la frecuencia cardiaca y la distensibilidad arterial (93, 94). El

tabaquismo por otra parte puede potenciar el papel de otros FR como son la
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hipertension sistdlica o la toma de anticonceptivos (95, 96). También el efecto
del tabaco es mayor en adultos jévenes que son portadores del alelo ¢4 de la
apolipoproteina E (97), no obstante el papel de la APOE ha sido objeto de
controversias y se han documentado al respecto diferencias raciales en la
predisposicion al ictus (98). Un trabajo reciente encontré mayores niveles de
triglicéridos, colesterol total y LDL con el alelo €4, concluyendo que este

polimorfismo era un determinante independiente de arterioesclerosis (99).

Diversos toxicos han mostrado su relacion con la patologia vascular
cerebral (100, 101), en este sentido tenemos como ejemplos la marihuana, la
cocaina y las anfetaminas, o sus derivados que pueden producir tanto ictus IS
como IH incluyendo ademas la hemorragia subaracnoidea (HSA) (102, 103).
En un estudio de casos y controles el abuso de de cualquier droga aumento el
riesgo de padecer un ictus en mas de 6 veces (104). En pacientes con FR
vascular las posibilidades estan incrementadas mas aun con el uso de cocaina
(105). Los téxicos condicionan la aparicion de ictus al actuar sobre la presion
arterial, la viscosidad sanguinea, la agregacion de las plaquetas y el

vasoespasmo (106-108).

El tratamiento hormonal sustitutivo (THS) se empled para la reduccion
del riesgo vascular en mujeres postmenopausicas, aunque trabajos posteriores
no han encontrado beneficios ni en la mortalidad in en la tasa de eventos
vasculares (109) Por el contrario el riesgo de presentar un ictus se eleva en las
pacientes que recibieron THS (estrdgenos solos o combinados), especialmente
cuanto mayor era el tiempo transcurrido desde la menopausia (110, 111).

El uso de anticonceptivos orales (ACO) se ha asociado a un aumento del

ictus y de tromboembolismo pulmonar (TEP), aunque esta relacion ha sido
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objeto de discusion dada la existencia de estudios inconsistentes y la falta de
estudios aleatorizados. La mayoria de los estudios realizados con ACO se han
hecho con los de primera generacion que tienen un contenido en estradiol =50
Mg (112, 113). Un metanalisis encontré un aumento de riesgo de ictus del 2.75
(95% IC, 2,24 a 3,38) (114), la asociacion es con el ISy con la HSA (114-116).
El incremento del riesgo es superior si se asocia al consumo de tabaco, o en
presencia de trombofilias congénitas como el factor V de Leiden (FVL), o de las
mutaciones 20210 del gen de Ila protrombina, de la enzima
Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR) o de la hiperhomocisteinemia que
se han vinculado a un incremento del riesgo de presentar trombosis venosas
cerebrales (117, 118). En el estudio “Risk of Arterial Thrombosis in Relation to
Oral Contraceptives” (RATIO) las mujeres obesas (OR, 4,6; 95% IC, 2,4 — 8,9),
y con historia de hipercolesterolemia también tenian un riesgo aumentado
respecto a las que no usaban ACO (OR, 10,8; 95% IC, 2,3 — 49,9) (119). Un
metandlisis realizado con ACO de baja carga hormonal mostré un incremento
del riesgo comparable (OR, 2,12; 95% IC, 1,56 -2,86) (120). Otros trabajos
consideran que el riesgo asociado a los ACO de baja dosis es bajo, estimando
la incidencia de IS en un rango de 0,9 a 10 por 100.000 (121, 122), este riesgo
se considera inferior al que confiere el embarazo (123).

El ejercicio fisico posee efectos beneficiosos sobre la salud al mejorar el
perfil lipidico aumentando el colesterol HDL y disminuyendo el colesterol total,
colesterol LDL y los triglicéridos (TG) (124-126). También actia de manera
favorable sobre la presion arterial sistolica (PAS) y la diastélica (PAD) (127),
ademas de mejorar la tolerancia a la glucosa (128). Esta bien establecido el

descenso del riesgo de ictus con el ejercicio moderado en contraposicion a los
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riesgos de tipo vascular vinculados al sedentarismo (87, 129). Los hombres con
una actividad fisica moderada tienen un 20% menos de riesgo, mientras que
aquellos con una actividad fisica intensa tienen un riesgo un 27 % menor (126).

El cambio de patron alimentario se ha relacionado con un mayor riesgo
de padecer enfermedad vascular y obesidad, ya que hay mayor presencia de
grasa animal en el consumo energético total, en detrimento de los hidratos de
carbono y la fibra de origen vegetal, lo cual supone el abandono de la dieta
mediterranea (130-132). Los &cidos grasos omega-6 y omega-3 son los
principales componentes de los acidos grasos poliinsaturados, representados
por el &cido linoleico (omega-6), que se encuentra en los aceites vegetales, y
los &cidos eicosapentanoico (AEP) y docosahexaenoico (DHA) (omega-3), que
se encuentran en el pescado. Una revision de estudios tanto aleatorizados y de
cohortes no mostré beneficio del consumo de de omega-3 en la dieta o en
suplementos dietéticos con la morbimortalidad vascular (133). En relacién con
el consumo de grasas poliinsaturadas hay estudios que no han encontrado
diferencias en la mortalidad total ni la mortalidad vascular aunque si en la
incidencia de eventos vasculares (RR: 0,84; IC 95%: 0,72 a 0,99) (130, 134).

La inclusién de sodio, especialmente en forma de cloruro sdédico, en la
dieta tiene influencia sobre la presion arterial y ésta, a su vez, sobre los
episodios vasculares en general, por el contrario una reduccién de sal de la
dieta tienen un efecto favorable sobre el control de la presién arterial y el riesgo
vascular (135, 136).

Las frutas y verduras condicionan una reduccion del riesgo para los ictus
de tipo isquémico y hemorragico, si se seguia una dieta con tres 0 mas piezas

de fruta al dia (RR: 0,89; IC 95%: 0,83 a 0,97). El beneficio fue mayor en los
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gue tomaron cinco o mas piezas de fruta al dia (RR: 0,74; IC 95%: 0,69 a 0,79)
(137, 138).

La prevalencia de la obesidad est4 experimentando un incremento, en
poblacion adulta del norte de Espafia se observo una elevacion de la misma en
el periodo 1986-1994, de un 4,6% a un 11,4% en varones y de un 6,1% a un
9,8% en mujeres (139). La obesidad es de origen multifactorial, con un
componente de predisposicion genética y la influencia de factores ambientales,
especialmente la vida sedentaria y a las modificaciones del patron alimentario
(140). La obesidad se encuentra asociada a los principales FR vascular como
hipertension arterial (HTA), diabetes o dislipemia (141), llevando asi aparejado
un incremento en la morbimortalidad vascular y la mortalidad total (142, 143).
Se ha demostrado una relacion entre el indice de masa corporal (IMC) superior
a 30 kg/m? y el riesgo de padecer un ictus IS o IH (144, 145), ademas de la
asociacion con la EAC y la mortalidad precoz (146). El ictus también se ha
asociado con la obesidad abdominal medida como el indice cintura-cadera
(147).

La diabetes (DM) aumenta el riesgo de padecer arteriosclerosis siendo
un FR independiente para el ictus (148, 149), la prevalencia de DM en sujetos
con IS esté entre el 15y el 33% (150, 151), y el 9,1 % de los ictus recurrentes
son atribuibles a la diabetes (152, 153). El riesgo de experimentar eventos
vasculares también se encuentra incrementado en sujetos con Glucemia Basal
Alterada (GBA) y en la Tolerancia Alterada a la Glucosa (TAG). Por otra parte
los diabéticos tienen una prevalencia aumentada de otros FR proaterogénicos,

especialmente la hipertension y la dislipemia, y sufren el ictus a edades mas
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tempranas (49). En los hombres diabéticos se eleva la probabilidad de sufrir un
ictus entre 2,5y 4,1 veces, y en mujeres, entre 3,6 y 5,8 veces (148, 154).

La relacién entre los niveles altos de colesterol y el riesgo de ictus ha
constituido un tema de controversia a pesar de que esta relacion se halla bien
establecida con el riesgo vascular global (155-157). En un metandlisis de datos
individuales (61 estudios prospectivos, 55.000 muertes vasculares) el colesterol
total se asocio a la mortalidad por cardiopatia isquémica en edades medias y
avanzadas. Ademas observo que por cada unidad (mmol/l) de descenso de
colesterol en plasma la mortalidad por cardiopatia isquémica se reducia a la
mitad, un tercio y un sexto en ambos sexos, para las edades comprendidas
entre 40 y 49 afos, 50 y 69 afios y 70 y 89 afios respectivamente (156).

La mayoria de los estudios epidemiol6gicos han mostrado una relacién
inversa entre el riesgo de ictus y el colesterol ligado a lipoproteinas de alta
densidad (75, 157, 158), manteniendo esta relacioén en diversos grupos étnicos
(159). En el estudio “Cardiovascular Health Study” (CHS) los niveles altos de
colesterol HDL se asociaron a un riesgo de ictus disminuido solo en hombres
(160), en el estudio ARIC (Atherosclerosis Risk in Commnunities) no se
documento una relacion con el IS (161). En diversas cohortes se ha observado
que por cada incremento de 10 mg/dL del colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad (HDL) se produce una disminucion del riesgo de ictus del 11-
15 % (162). Por otra parte también se ha demostrado una asociacion entre los
niveles elevados de TG y el riesgo de IS, y con el ictus de gran vaso (163-165).
No obstante hay diversidad de datos que en parte guardan relacion al hecho de
hacer el estudio de los TG en ayunas o posprandiales (161). Ademas diversas

revisiones sistematicas han analizado la eficacia de diferentes intervenciones
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orientadas a la disminucion de lipidos en sangre en pacientes con y sin
antecedentes de EAC mostrando una disminucién significativa del riesgo de
ictus con el empleo de estatinas (166-168).

Muchos estudios han encontrado una relacion entre niveles bajos de
colesterol y un riesgo aumentado de IH. En el estudio MRFIT (Multiple Risk
Factor Intervention Trial) el riesgo de muerte en relacién con el IH se multiplica
por 3 en presencia de concentraciones de colesterol <160 mg/dL respecto al
correspondiente riesgo con los niveles de colesterol superiores (169, 170). En
el estudio APCSC (Asia Pacific Cohort Studies Collaboration) hubo una
disminucion del 20% de riesgo de IH (95% IC, 8% a 30%) por cada 1 mmol/L
(38.7 mg/dL) de incremento del colesterol, total (171). No obstante esta
relacion no se ha documentado en otros trabajos (172).

La lipoproteinlipasa A o Lp(a) es un complejo lipoproteico de baja
densidad, donde la apolipoproteina B-100 esta unida de forma covalente con la
glicoproteina, apoproteina(a). Este complejo lipoproteico tiene una similitud
estructural con las lipoproteinas de baja densidad (LDL), actuando en el
transporte del colesterol a los tejidos y arterias. La apoproteina (a) también
tienen analogia estructural con el plasminégeno, sin tener actividad enzimatica,
asi favorece la inhibicién de la fibrindlisis y la aterogénesis. Se encuentra
implicado en estados protrombdticos, que favorece la ateromatosis, y que tiene
propiedades antifibrinoliticas y promotoras de la ateromatosis. Valores
elevados de Lp(a) se han asociado a un aumento de riesgo de enfermedad
vascular cerebral y de EAC (173, 174). En el estudio ARIC la incidencia de
ictus isquémico se encontraba aumentada un 80% (RR, 1,79; 95% IC, 1,32-

2,42) en pacientes con elevacion de los niveles de Lp(a) tras ajustar por edad,
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sexo y raza (175). La Lp(a) se encuentra asociada ademas a las caracteristicas
de la placa incluida con el grado de estenosis (176).

De forma genérica se considera a la hipertensién arterial (HTA) como el
principal FR después de la edad tanto para el IS como para el IH,
incrementando entre tres y cinco veces el riesgo de padecer un ictus (41). La
relacion entre ictus e HTA es fuerte, graduada, consistente, independiente,
predictiva y etiolégicamente significativa, incrementandose el riesgo de ictus de
forma paralela a la elevacion de la HTA (177, 178). La prevalencia de la HTA
esta en ascenso, especialmente la sistélica; este incremento se relaciona en
parte con el de la obesidad y el sobrepeso (179-181). Ademas los sujetos con
hipertension con frecuencia asocian otros factores de riesgo como obesidad,
sedentarismo o consumo de alcohol (182). Los valores de referencia para
considerar un sujeto como hipertenso se han ido corrigiendo siendo en la
actualidad los limites inferiores a los considerados previamente y hoy se
propugna definir la hipertension por encima de 115/75 mmHg (177). En este
sentido sefialaremos con resultados de un metandlisis reciente que postula
que la prehipertension (TAS= 120-129 y TAD= 80-84) se asocia a morbilidad
por ictus tras ajustar por multiples FR vasculares (183).

La prevalencia de la HTA en nuestro pais esta préxima al 46,8% de la
poblacion de entre 35y 64 afios segun un estudio que evaluaba la prevalencia
de HTA en seis paises europeos, Canada y Estados Unidos. El estudio
mostraba una mayor prevalencia de HTA en Europa y un patrén similar para las
tasas por muerte por ictus (184). Este hecho ya se observd en el estudio
internacional MONICA (Monitory Cardiovascular Diseases), que constaté una

relacion similar entre hipertension e incidencia de ictus (185). En nuestro pais
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el control de los factores de riesgo y el cumplimiento de las recomendaciones al
respecto es muy pobre, de esta manera el control deficiente de las cifras de
presion arterial y la presencia de hipertrofia ventricular izquierda (HVI) se
asociaron significativamente con la mortalidad por ictus (186, 187).

El sindrome metabdlico (SM) es una combinacion de factores de riesgo
en un individuo que incrementa el riesgo vascular, se incluyen entre estos
factores a la obesidad abdominal, la dislipemia aterogénica (elevacion de los
triglicéridos y disminucién del colesterol HDL, la HTA, la DM y la elevacion de la
glucemia en ayunas. Posteriormente se ha ampliado la definicién incluyendo la
inflamacion subclinica, ademés de los trastornos de la trombosis, fibrindlisis y
de funcién endotelial que se ha demostrado tienen una transmision genética
(188-190). La resistencia a la insulina se describe como un estado
fisiopatolégico en el que su efecto es inferior al esperable y tiene como
consecuencia la reduccién de la captacion periférica de glucosa (en el masculo
y la grasa), un aumento de la produccion de glucosa hepética, y de la
secrecion compensatoria de insulina pancreéatica (191). Los criterios mas
ampliamente aceptados para su definicion son los de la ATP IlI-modificados
(Adult Treatment Program) del afio 2006, asi como los criterios de la IDF
(International Diabetes Federation) del afio 2005. La prevalencia del SM en
nuestro entorno se estima de un 25% en hombres y un 20% en mujeres (192,
193), y entre los pacientes con IS es del 40-50% (194, 195). El riesgo de
enfermedad vascular y muerte es un 78% superior en pacientes con SM,
siendo mayor en mujeres que en los hombres y en sujetos sin EAC de base

(196). Estos hallazgos son concordantes con los datos ofrecidos por cohortes
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prospectivas posteriores en los que esta aumentado el riesgo de ictus de
cualquier tipo (197, 198).

Las cardiopatias emboligenas agrupan un conjunto heterogéneo de
entidades que representan una causa importante de ictus. Los pacientes
afectos de un IAM se pueden complicar con la aparicion de un ictus secundario
a un embolismo, lo que ocurre hasta en el 1,2% de los 1AM (199, 200). Entre
las circunstancias que la favorecen estan edad, la HTA, la fibrilacién auricular
(FA), el ictus previo o una fraccion de eyeccion reducida, areas discinéticas o la
presencia de trombos intramurales (199, 201, 202). La miocardiopatia dilatada
y otras entidades con una fraccion de eyeccion baja también estan en riesgo de
presentar eventos embdlicos, aunque es relativamente bajo aln en presencia
de un trombo intracavitario (203).

La FA no valvular (FANV) es el trastorno del ritmo cardiaco mas
frecuente, cuya prevalencia aumenta con la edad y es el factor de riesgo mas
importante para el ictus tras la hipertension, asociandose a ictus mas graves y
con mayores mortalidad y discapacidad (204, 205). La enfermedad valvular y el
recambio de las mismas también se han asociado a un aumento del riesgo de
eventos vasculares cerebrales de origen embdlico. EI aumento del riesgo es
mayor en las valvulas mecéanicas que en las bioldgicas, precisando por este
motivo un rango mayor de anticoagulacién para una prevencion adecuada del
riesgo de embolias (206, 207). La estenosis mitral es el ejemplo clasico de
patologia valvular asociado al riesgo emboligeno, que esta especialmente
incrementado en los casos que asocian FA (208, 209).

El Prolapso de la valvula mitral (PVM) es una afeccion valvular frecuente

generalmente benigna, aunque en ciertas circunstancias el riesgo de embolias
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se encuentra elevado. Entre estas Ultimas tenemos una regurgitacion
significativa, el grosor de la valvula mitral (>5 mm) o el tamafio de la auricula
izquierda (>50 mm), la presencia de un trombo en auricula izquierda o de FA
(210-212).

La persistencia de un “Foramen Ovale Permeable” (FOP) es frecuente
en la poblacion general dado que se ha objetivado hasta en un 25,6%, el
defecto aneurismatico del septo (ASA) es menos frecuente y puede afectar
hasta al 2% de la poblacién general (213, 214). El hecho de que la presencia
de un FOP puede ser una causa de ictus es una cuestibn muy debatida,
aunque hay estudios que si demuestran una relacion especialmente ante la
presencia de un ASA (213, 215).

La migrafia, especialmente la que asocia la presencia de aura migrafiosa
se ha vinculado a un aumento del riesgo vascular cerebral y este riesgo se
encuentra incrementado con el uso concomitante de ACO (216-219).

En diversos estudios se ha demostrado que roncar representa un factor
de riesgo para el IS independientemente de otros factores de confusion como
pueden ser la HTA, la EAC, la obesidad o la edad (220, 221). Esta patologia
presenta una asociacion con variaciones topograficas en la localizacion arterial
preferente de la afectacion arteriosclerotica, de esta manera vemos que el
riesgo es mayor en la arteria carétida que en la femoral (222). En la linea de
estos hallazgos tenemos un estudio observacional encontré en pacientes con
“Sindrome Apneas-hipopneas graves de suefio” (SAHOS), es decir mas de 30
por hora de suefio, tenian un mayor riesgo de eventos cardiovasculares
mortales y no mortales. Los pacientes que recibian tratamiento con presion

positiva continua (CPAP) no diferian de los sujetos sanos en relacion con el
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namero de eventos cardiovaculares (223). EI SAHOS tiene una asociacién
independiente con el riesgo de ictus y muerte (HR, 1.97; 95% IC, 1.12- 3.4;
P<0.01), tras ajustar por edad, sexo, raza, habito tabaquico, consumo de
alcohol, IMC, FA e HTA (224, 225). El riesgo para desarrollar un IS en relacion
con el indice de apnea-hiponea basal esta elevado 2-5 veces (HR, 2.52; 95%
Cl, 1.04 - 6.01; P<0.04). Se postula como base de esta relacién causal el
empeoramiento de la HTA con la que mantiene una relacién dosis-respuesta, el
empeoramiento de la enfermedad cardiaca, la reducciones en el flujo
sanguineo cerebral (FSC), pérdida de la autorregulacion vascular cerebral,
pérdida de la funcién endotelial, aterogénesis acelerada, inflamacion y
embolismo paradéjico en pacientes con FOP (226-229). En pacientes con
trastornos de suefio graves y evolucionados hay un aumento del riesgo de
arritmias auriculares y de bloqueo auriculoventricular cuando la saturacion de
oxihemoglobina es inferior al 65 % (230-232). También se ha encontrado un
mayor numero de lesiones isquémicas silentes en los estudios de RMN
cerebral en los controles sanos o respecto a los sujetos con SAOS leve(233).

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una entidad de origen
multifactorial, que puede ser primaria 0 asociada a otras enfermedades
autoinmunes. En el SAF la presencia en plasma de anticuerpos antifosfolipidos
de membrana (AFL), especialmente los anticuerpos anticardiolipina y el
anticoagulante lupico (AL), incrementan la tendencia a la morbilidad obstétrica
y a los eventos trombdticos tanto en hombres como en mujeres, con una tasa
anual que puede llegar al 3,8 % (234-236). No obstante el papel de los AFL en
la aparicion de un primer evento vascular o en la aparicion de recurrencias ha

sido objeto de controversia, por un lado la mayor parte de los trabajos son no
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controlados, ademas hay trabajos en los que no se muestra su papel predictivo
en las recurrencias o en el patron de respuesta a la medicacidén antitrombotica
en la prevencién secundaria (237).

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido producto del metabolismo de la
metionina, que se incrementa con frecuencia en situaciones en las que la
actividad enzimatica de las diferentes vias esta reducida como entre ellas la
cistationina beta sintetasa y la metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
También se puede aumentar su concentracion por la falta de depuracién renal
0 a por la carencia de otros cofactores como la piridoxina, el acido folico o la
cobalamina. La hiperhomocisteinemia se ha vinculado con un aumento del
riesgo de enfermedad vascular en 2-3 veces, incluyendo al 1S, especialmente
en los casos en los que se encuentra ligada a las mutaciones del gen de la
MTHFR (238-242). Ademas en diversos estudios se ha establecido la relacion
entre el Grosor intima Media (GIM) y la estenosis carotidea con los niveles
elevados de Hcy aunque hay datos contradictorios (243-245). En este sentido
los trabajos realizados con el empleo de acido félico para prevenir la
recurrencia de episodios vasculares han sido inconsistentes, aunque en
algunos se ha encontrado una disminucién significativa de la recurrencia de
eventos vasculares (246, 247).

La inflamacién afecta al inicio, crecimiento y desestabilizacion de las
lesiones ateroscleréticas (248). Algunos marcadores séricos de inflamacion
como el fibrindgeno, amiloide sérico, Lp-PLA2, la proteina C reactiva de alta
sensibilidad (PCRus) e interleukina 6 (IL6), se han propuesto como
marcadores de riesgo vascular (249-251). Se ha postulado una relacion entre

Lp-PLA2 vy el riesgo de ictus y de EAC (252-254). Otra via para evaluar el rol
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de la inflamacién como FR es analizar la incidencia de la enfermedad vascular
en personas con enfermedades inflamatorias sistémicas como la artritis
reumatoide (AR) vy el lupus (LES), en numerosos estudios se ha documentado
un aumento del riesgo con una Odds Ratio de 1.4 a 2, que a su vez estaria
aumentado en caso de que existan otros FR asociados (255-258).

También las infecciones crénicas juegan un papel parecido en acelerar
la aterosclerosis, en este sentido se han implicados diversos virus y bacterias
como el Helicobacter pylori. No obstante, no se ha obtenido beneficio al
emplear antimicrobianos a la hora de prevenir eventos vasculares (259-261).
Se han postulado como participantes en la patogenia de la aterosclerosis
asociada a inflamacion e infecciones, y la induccién de reactantes de fase
aguda procoagulantes como el fibrinbgeno (262). A este respecto se ha
comprobado en estudios casos-control y de cohortes una disminucion del
riesgo de ictus vinculada a la vacunacién para la gripe (263, 264).
Actualizacion en genética del ictus

Para la mayoria de las enfermedades comunes, incluyendo
enfermedades cardiacas, DM, HTA y céancer, multiples factores genéticos y
ambientales influyen en el riesgo que tiene un individuo de verse afectado. Esta
complejidad contrasta con el patron de herencia de enfermedades
monogénicas, en el que la presencia o ausencia de alelos de enfermedad
predice por lo general completamente la presencia o ausencia de la
enfermedad (aunque la edad de debut y la gravedad de la misma pueden
variar). La susceptibilidad a la enfermedad puede estar condicionada por la

presencia de polimorfismos comunes en el ADN.
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Un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) es una variaciéon de la
secuencia de acido desoxirribonucleico (ADN) que afecta a una sola base
adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G) de una secuencia del
genoma. Los SNPs son generalmente bialélicos y constituyen hasta el 90% de
todas las variaciones gendmicas humana, apareciendo de media cada 1.300
bases a lo largo del genoma humano (265). La distribucién gendmica de SNPs
no es homogénea, los SNPs generalmente ocurren en regiones no codificantes
con mas frecuencia que en regiones codificantes o, en general , donde la
seleccion natural estd actuando y fijando el alelo del SNP que constituye la
adaptaciéon genética mas favorable (266). Los SNPs que no estan en regiones
codificantes de proteinas pueden afectar al proceso de traduccion,
especialmente en el ensamblaje (splicing) de genes, union a factor de
transcripcion, la degradacién del ARN mensajero, o la secuencia de ARN no
codificante. La expresion de genes afectados por este tipo de SNP se conoce
como un ESNP (expresion SNP) y puede ser corriente arriba o corriente abajo
del gen (upstream vs downstream). Los SNPs dentro de una secuencia de
codificacion no cambian necesariamente la secuencia de aminoacidos de la
proteina que se produce, debido a la degeneracién del cédigo genético. SNPs
en la region codificante pueden ser en primer lugar sinébnimos (0 mutaciéon
silenciosa), estos no afectan a la secuencia de la proteina, y por otra parte
tenemos los no sinbnimos que pueden cambiar la secuencia de aminoacidos
de la proteina. En este segundo grupo los SNPs pueden ser “sin o0 con sentido”.

Encontramos que se han comunicado mas de 600 asociaciones
positivas entre las variantes genéticas comunes y enfermedades (267), lo que

tendria una enorme importancia para la prevencion, prediccion y tratamiento de
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las enfermedades mas comunes. No obstante la mayoria de las asociaciones
descritas no son robustas y con frecuencia no son reproducibles. Por ello es
necesario ser cauteloso al inferir conclusiones de las asociaciones entre
variantes genéticas y la susceptibilidad a la enfermedad.

Como se ha comentado el ictus es una enfermedad compleja en cuya
patogenia intervienen multiples factores siendo la herencia uno de ellos (124),
apoya su papel patogénico la presencia de una historia familiar y los estudios
realizados en gemelos (55, 56). La historia familiar puede ser determinante en
una medida similar a lo que ocurre con otras enfermedades complejas como el
cancer, enfermedades inmunes y vasculares (56, 267). Un metandlisis de
estudios de cohortes ha mostrado que una historia familiar de ictus incrementa
el riesgo de sufrir un ictus un 30 % [odds ratio (OR), 1,3; 95% IC, 1,2 a 1,5,
P<0.00001]; el riesgo en gemelos monocigotos se eleva 1,65 % respecto a los
dizigotos (57). Los estudios llevados a cabo en gemelos respaldan el papel del
factor genético, no obstante el nUmero de casos evaluados hasta la fecha es
pequefio y el intervalo de confianza es amplio (268). Se estima que la herencia
juega un papel relevante en el ictus en un 37,5 % de los casos de IS,
distribuyéndose por subtipos de forma que varia entre un 40.3% para la
enfermedad de gran vaso, un 32.6% para el cardioembdlico y el 16.1% para la

enfermedad de pequefio vaso (61).

El riesgo aumentado de ictus podria estar en relacion con diversos
mecanismos como pueden ser la herencia de los factores de riesgo de ictus, o
heredar una susceptibilidad a los efectos de los factores de riesgo, ademas de
compartir en el entorno familiar factores culturales, ambientales o de estilo de

vida y a la interaccién entre factores ambientales y genéticos. El papel de la
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genética es complejo al tratarse de una enfermedad poligénica, que se modifica
por diversas interacciones. Se cree que la combinacion de diversas variantes
alélicas puede modificar el riesgo individual a través de diversas interaccionas

no siempre aditivas (267, 269).

Dado que el ictus y el infarto de miocardio (IAM) comparten muchos
factores de riesgo y patogenia se han hecho intentos de vincular los
polimorfismos asociados a IAM, pero no se ha encontrado significacidon
estadistica a la hora de establecer la relacion (70). Muchos de los factores de
riesgo comparten componentes ambientales o genéticos, lo que ocurre con los
tradicionales como la hipertension o la diabetes y con los otros factores de

riesgo emergentes como puede ser la hiperhomocisteinemia (66, 67).

Los algoritmos predictivos o “multilocus genetic risk score” se han
propuesto para valorar el riesgo que se deriva de la adicion de los multiples
riesgos que confieren cada una de las variantes comunes. En este sentido hay
algoritmos, que combinan EAC, FA, presion arterial sistolica (PAS), y que han
demostrado capacidad predictiva del riesgo de ictus y también han podido ser
replicados (270). No obstante su capacidad predictiva es limitada (270), esto
también se demostré en un trabajo que sumaba los polimorfismos genéticos al

Framingham Stroke Risk Score (271).

Métodos diagnésticos en genética

Hay tres métodos para la aproximacion a la genética del ictus, en primer
lugar tenemos los andlisis de ligamiento, la aproximaciéon a los genes
candidatos y los estudios de asociacion a genoma completo (GWAS). El

estudio de ligamiento analiza mudltiples variantes genéticas en muchas

28



generaciones familiares, y se basa en identificar asociaciones entre
marcadores cromosémicos y fenotipos de enfermedad. Estos estudios son
Gtiles para los trastornos mendelianos en enfermedades monogénicas, cuando
el riesgo que confieren los genes en cuestion es alto, pero son menos Utiles en
enfermedades poligénicas en las cuales multiples genes contribuyen a una

parte del riesgo global.

Otro método consiste en buscar en genes candidatos las variantes
genéticas que generalmente eran polimorfismos de un solo nucleétido (SNP),
evaluando diferencias en su frecuencia en estudios de casos-control. La
seleccion de los genes se hacia partiendo del conocimiento de la patogenia de
la entidad a estudio y de las posibles funciones en las que pudiesen estar
implicados cada gen (272). En el estudio se analizan los genes candidatos y los
loci correspondientes. Los polimorfismos con mayor informaciéon se denominan
tagSNPS ya que se encuentran en desequilibrio de ligamiento con otros, lo que
disminuye la necesidad de genotipado. No obstante este método tiene
limitaciones y dificultades para replicar los hallazgos (273), ademas de gque solo
sirve para SNPs ya descritos y no para nuevos genes. Las causas de los fallos
de los estudios de asociacion de genes candidatos han sido contar con una
muestra insuficiente, imposibilidad de replicar los hallazgos inicialmente
teorizados, la incapacidad para clasificar por subtipos etiolégicos o en el

fenotipado o un fallo para establecer la asociacién por subtipos.

Otra alternativa son los Estudios de “Variacion en el Numero de Copias”,
gue responden a variaciones estructurales del genoma. Estas se pueden deber

a delecciones, duplicaciones o inversiones, produciendo asi copias de un
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fragmento del DNA y modificacién de las proteinas relacionadas (274). Su

desarrollo estara ligado a proyectos colaborativos de genotipado masivo.

La aproximacién “‘Asociacidon gendmica amplia-Genome Wide
Association” (GWAS) emplea la tecnologia de chips de ADN o “microarray”
para el genotipado total del genoma de un individuo valorando multiples SNP,
con ello consigue una valoracién amplia del genoma. De esta manera se ha
logrado nuevos genes y/o regiones que contribuyen a numerosas
enfermedades complejas, aunque su aplicacién en el ictus ha sido lenta (267,
275, 276). Posteriormente es necesario realizar un estudio de casos control o
de cohortes comparando la frecuencia de los SNPs individuales en ambos
grupos. Los estudios GWAS han contribuido al conocimiento de la HTA, la
hiperlipidemia o la DM. La mayoria de las nuevas variantes caracterizadas
conllevan pequefios incrementos en el riesgo (277). Dada la heterogeneidad
del ictus ha sido menos satisfactoria la efectividad de los estudios de
asociacion respecto a su utilidad en otras enfermedades, estando lastrada
generalmente por los problemas derivados del tamafio muestral y de los
posibles errores en el genotipado. Los estudios de casos-control se asocian a
sesgos en aguellos casos en lo que la enfermedad aumente el riesgo de
muerte precoz y las muestras se tomen Unicamente de supervivientes vivos, los
de cohortes obvian este sesgo aunque la disponibilidad de casos es limitada.
Los estudios GWAS han identificado algunas asociaciones robustas con el IS
para subtipos etioldgicos. Existen diversas colaboraciones multicéntricas como
“Stroke Genetics Network (SiGN)” financiada por el National Institute of

Neurological Disorders and Stroke (278) o el “Metastroke Collaboration” (124),

gue generan lineas de trabajo ambiciosas para el desarrollo de la investigacion.
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Los estudios en la actualidad se limitan a cubrir el exoma, mientras que
los  estudios para secuenciar todo el genoma permitirdn ampliar la

identificacion de variantes menos frecuentes (279).

Tal como hemos resefiado se han desarrollado escalas de riesgo en las
que hay una adicion de alelos de susceptibilidad, valorando el riesgo
relacionado con cada uno de ellos. De cara a integrar la informacion y la
capacidad predictiva de cada uno de estos alelos (280). Las redes bayesianas
son herramientas estadisticas se han constituido como otro instrumento (Util,
emplean las variables ya descritas para la estimacion de las no conocidas y

permiten valorar las influencias reciprocas entre una causa y su efecto (281).

En los Ultimos afios se han hecho descubrimientos que revelan la
existencia de amplias redes regulatorias basadas en el Acido
desoxirribonucleico (DNA). Existen acidos ribonucleicos (RNA) derivados de
secuencias de DNA no codificantes de proteinas. Entre estos se incluyen los
RNA de transferencia, los nucleolares pequefios y grandes, editores de RNA
y los ribosomales. En los ultimos afios se han hecho descubrimientos que
revelan la existencia de amplias redes regulatorias basadas en microRNAs
(282, 283). Se estima que cada miRNA puede regular cientos de genes (284).
Las combinaciones de alelos miR-146aC>G y miR-146aG/-149T/-196a2C/-
499G se han asociado significativamente con la prevalencia de IS y con la
presencia de lesiones en RMN subclinicas (285). Se han descrito también ARN
no codificantes de mayor tamafio los “Long non-coding” RNA. Entre los
avances recientes esta la descripcion de la expresion diferencial de RNA no
codificante antisentido en el locus INK4 (ANRIL), que se transcribe del locus
Chr9p21 en el locus INK4/ARFr (286). El concepto emergente sugiere que el
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ANRIL constituye una modificacion epigenética y que puede actuar de

modulador de la funcion génica y del riesgo vascular (282, 283).

Polimorfismos e ictus en estudios de asociacion y GWAS

El sistema Renina angiotensina (SRA) juega un importante papel en el
mantenimiento de la presion arterial y la homeostasis cardiovascular(287).
Diversos estudios han demostrado numerosos polimorfismos que afectan a su
funcidén (288). La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es clave en el
SAR y juega un importante papel en el remodelado vascular, la aterosclerosis y
el IS (289, 290). El gen de la ACE gene se localiza en el cromosoma 17923 y
se ha identificado un polimorfismo (I/D, dbSNP rs4646994) basado en la
presencia (insercion |) o ausencia (deleccion D) de un fragmento 287-bp DNA
gue se asocia a una elevacion de ECA y se ha postulado como una potencial
susceptibilidad para el IS obteniendo datos no concluyentes (291-294). Por otra
parte un metanalisis concluyé que la presencia de alelo D del polimorfismo
ACE 1I/D es un marcador de susceptibilidad para el IS con baja penetrancia

(295).

La angiotensina Il (ATII) es el principal péptido biol6gicamente activo,
posee propiedades oxidantes y proinflamatorias y se une al receptor tipo 1 de
la AAT Il (ATIIr) cuyo bloqueo disminuye la presion arterial (296). También se
ha descrito una asociacion entre diversas variantes del ATR1 relacionados con
la obesidad, hipertensién, masa del ventriculo izquierdo y la aterosclerosis
(297-299). Se ha planteado con el ictus la relacion del polimorfismo (A1166C)
del AT1R que alteraria el balance de SRA (300-302), no obstante ni estudios

posteriores, ni un metanalisis han confirmado esta relacion (288, 302).
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También se han establecido relaciones entre variantes en el gen de la
aldosterona con la enfermedad cerebrovascular y la muerte por ictus (303).
Estudios de intervencion con farmacos que inhiben el SRA han demostrado un
beneficio en la incidencia de ictus y de enfermedad vascular en general (304,
305). Un metanalisis del polimorfismo M235T del angiotensinégeno sugiere

aumento del riesgo de infarto de miocardio y de IS en poblacion asiatica (306).

El Oxido Nitrico (ON), es un gas regulatorio pluripotente en el sistema
vascular que puede tener un efecto antitrombdético al reducir la adhesion y
agregacion plaquetarias (307, 308). El ON se sintetiza a través del gen de las
isoenzimas de la éxido nitrico sintetasa, de la que hay 3 variantes que son
endotelial (eNOS), neural (nNOS), y la inducible por citocinas (INOS). La
eNOS es la fundamental en la sintesis de ON y de mantener el flujo sanguineo
cerebral (309). Los genes que codifican la eNOS se localizan en el
cromosoma 7 (7935—g36), y hay 3 polimorfismos habitualmente considerados,
4b/a, T-786C and G894T en relacién con la patogenia del ictus, ademas de
haberse relacionado con la hipertension, los niveles de colesterol total y del
colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (310-313). Por otra parte
un metandlisis de 2.011 en poblacién asiatica también apoya esta relacion
(313). Hay un metanalisis posterior que encuentra asociacion entre eNOS T-

786C e IS especialmente en la poblacién entre 60 y 65 afios (314).

El sistema de las paroxonasas (PON) comprende 3 genes que
comparten 60-65% de similitud en los aminoacidos (315), que codifican 3
isoenzimas las cuales participan en prevenir la oxidacion de los lipidos. Los

polimorfismos genéticos asociados a las PON afectan a la actividad de la
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enzima y se han asociado a un incremento en el riesgo de IS, aunque con

datos controvertidos (316, 317).

El gen de la paraoxonasa 1 (PON1) se localiza en el cromosoma
7921.3-22, y codifica una enzima con una amplia especificidad de sustrato y
cuyas funciones no estdn completamente descubiertas (318), asi se ha
implicado en la aterogénesis en virtud de su unién a particulas HDL y en la
prevencion de la oxidacion de las LDL, ademas se ha especulado sobre su
influencia en el grosor intima-media y en la inflamacién con un papel potencial
en la ateroprotecciéon (319-321). Otro importante sustrato para la PON1 puede
ser la homocistein tiolactona, que se correlaciona negativamente con la N-
homocisteinalacion y sugiere otro mecanismo beneficioso en la prevencion de

la aterosclerosis (322).

Los niveles aumentados de PON1 se han asociado en algunos estudios
con mayores niveles de HDL (323), que poseen la mayor capacidad predictiva
negativa para enfermedad vascular. No obstante en estudios realizados en
EAC se ha planteado un mayor valor prondstico en relacién con la actividad de
arilesterasa, que mide la funcién de la PON 1, respecto a la medida de la PON
1 (324). En un trabajo en pacientes con ictus se postula que el cociente entre
PON vy arilesterasa predice mejor el pronostico en términos de discapacidad,
respecto a la capacidad predictiva de cada uno por separado (325). Este gen
se ha investigado como potencial factor de riesgo para fenotipos relacionados
con la aterosclerosis, incluyendo la EAC, EAP e IS (326, 327). La actividad de
la PON 1 depende de diversos factores, entre los que se encuentran factores

genéticos, edad, sexo, estilo de vida y farmacos (324).
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Los polimorfismos de la PON 1 rs662 (c.575A>G o p.GIn192Arg) y
rs854560 (c.163T>A o p.Leu55Met), se han relacionado con la patogenia de la
EAC, ictus y EAP (327, 328). Diversas revisiones han confirmados el papel del
alelo G de rs662 en un discreto incremento del riesgo de IS (por-alelo
OR=1.12) y no del segundo (328, 329). En un analisis combinado de estudios
se ha evidenciado que la asociacién del polimorfismo GIn192Arg SNP con el
riesgo de ictus (330, 331). También se ha descrito que un polimorfismo
funcional de la PON 1 interfiere la union con microRNA e incrementa el riesgo

de ictus y de ateromatosis carotidea (332).

Las variaciones genéticas del gen de la PON 1 tienen relacion con el
“Grosor Intima Media” (GIM), teniendo el G-824A una capacidad predictiva
independiente (327). Las PON 2 y 3 también han sido implicadas como genes
candidatos en la patogenia de la aterosclerosis y las enfermedades
cardiovasculares debido a su capacidad de atenuar la peroxidacion de los
lipidos (333-335). Los bajos niveles de actividad de PON se han asociado a un
incremento del riesgo vascular (316), aunque se han dado resultados
discordantes en relacién con diferencias étnicas (336-338). En un metanalisis
se ha demostrado una asociacion nominal significativa entre el polimorfismo
rs662 e IS (P = 0.0100, OR = 1.08 [95% IC = 1.02-1.15](339). En otro trabajo
en poblacién china se ha encontrado también una asociacion nominal entre
rs705381 (—-162) con el ictus de forma global y con el isquémico, pero no con el
hemorragico, entre rs854571 (-824) e ictus, con el alelo T como factor

protector (335).

La Paraoxonasa 2 (PON2) se expresa de manera ubicua, estando
presente en multiples tejidos humanos como pulmén, higado, corazén e
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intestino (331), y al contrario que las PON 1 no parece estar asociada a las
particulas de HDL (340). También se considera con propiedades
antiaterogénicas al proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la
oxidacion (337). Hay 2 polimorfismos frecuentes del gen de la PON 2, que
serian PON2-148 [C/G: Ala (A)/Gly (G)] y PON2-311 [C/G: Cys (C)/Ser (S)], ¥
el PON2-148 "G" (variante G), asociados a altos niveles basales de glucosa; el
PON2-311 "G" (alelo S) se ha asociado a EAC (341). A pesar del interés
creciente hay menos informacion acerca de la PON2 y sus funciones.

Pan y colaboradores encontraron que el polimorfismo PON2 Ser311 se
asociaba a EAC (342), por el contrario otro trabajo solo encontré asociacion en
los sujetos con tabaquismo (343). Este polimorfismo se ha descrito en
pacientes con ictus de gran vaso (344), aunque hay datos contrapuestos (330,
337). Un metanalisis posterior tampoco encontré6 asociacién, aunque un
andlisis por etnias sugeria una posible asociacion en poblacion europea (345).
Este polimorfismo se ha asociado a ictus de mayor gravedad (346). Otro
trabajo, realizado por Cozzi y colaboradores encontr6 que el polimorfismo
PON2 Cys311Ser un cofactor de riesgo en la asociacion anterior de PON1 y
con otros factores de riesgo (347).

El ictus de gran vaso se ha relacionado con el loci PHACTR1, que ya
habia sido descrito en el infarto agudo de miocardio (61). El riesgo diferencial
de la ateroesclerosis en la poblacion puede reflejar variaciones en los genes
gue modulan la respuesta inflamatoria a los lipidos oxidados en la pared arterial
(62, 348, 349), influyendo asi los genes en la patogenia de la aterosclerosis
(64, 350). En relacion con la patologia de gran vaso se ha demostrado en

estudios de gemelos que las caracteristicas de la placa (ecogenicidad, numero,
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lateralidad) tienen un papel la herencia hasta en el 78 % de los casos (349,
351). En un trabajo realizado en 2011 en poblacion dominicana residente en
Estados Unidos se describid la asociacion de 7 genes relacionados con la
inflamacion 8TNF, NOS2A, IL6R, TNFSF4, PPARA, IL1A, TLR4) y de 2 genes
relacionados con la funcion endotelial (ITGA2, HABP2) con los fenotipos de la
placa carotidea; ademas se identificé un haplotipo VCAM1 relacionado con la
placa carotidea calcificada (352), ninguno de los genes relacionados con la

inflamacion se asocio con el grosor intima-media (GIM).

La identificacion del locus 9p21 (Chr9p21) ha sido un descubrimiento de
primer orden en la genética cardiovascular., su presencia aumenta el riesgo
vascular independientemente de los factores de riesgo de convencionales
(340), también es independiente de un locus préximo relacionado con la DM
(353). De esta forma se postula que Chr9p21 podria afectar la aterosclerosis a
través de un mecanismo totalmente nuevo. Otro hallazgo interesante es que la
region gendémica que comprende el haplotipo relacionado con la EAC es un
"desierto de genes", carente de genes codificadores de proteinas anotadas.
Los genes codificantes mas proximos son 2 inhibidores de quinasa
cicloindependiente CDKN2B (codificacidon p15INK4b) y CDKN2A (codificacion
pl6INK4a y pl4ARF), asi como la metiltioadenosina fosforilasa (MTAP).
CDKN2Ay CDKN2B estan involucrados en el control del ciclo celular, y MTAP
gue interviene en preservar la adenina y la metionina, que es importante para la
proliferacion de células del musculo liso y en la aterogénesis (354). La regién
contiene un ARN largo no codificantes intergénico anti sentido denominado
ARN en el INK4 locus (ANRIL). Un sinbnimo es CDKN2BAS (CDKN2B ARN

anti sentido) (355). Los estudios recientes han demostrado que la expresion
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esta regulada por ANRIL Chr9p21 y podria constituir en un factor clave para la

comprension la fisiopatologia del locus.

Diversos estudios han investigado la relacion entre Chr9p21 con
fenotipos que estan posiblemente relacionados con la EAC, se han detectado
asociaciones robustas con un aumento de la reactividad plaquetaria (356). Otra
asociacion es la de EAC y peridodontitis (357, 358).

Se ha descrito una fuerte asociacion entre la region Chr9p21 y la placa
carotidea (OR 1.31-1.46), ademés de la asociacién con la progresion de la
placa aunque no con el GIM (359, 360). Su papel en la placa no es importante
en fases iniciales de la enfermedad ateromatosa sino en la progresion, esto se
apoya por la falta de relacion con la vasodilatacion braquial como un marcador
de etapas iniciales (361). Una variante en el cromosoma 9p21 que fue descrita
en la cardiopatia isquémica se ha asociado con el IS ateromatoso de vaso
grande y a muchas otras manifestaciones de enfermedad vascular como la
EAP, insuficiencia cardiaca y mortalidad cardiovascular (340, 362). Esta
variante también se ha vinculado con los aneurismas intracraneales y de aorta
abdominal (363). El efecto no tiene relacion con los factores de riesgo
tradicionales, ademas se trata de una regidén del genoma no implicada en la
codificacion de proteinas. También se ha asociado con el IS cardioembolico y
la fibrilacién auricular el locus del gen PITX2 en el cromosoma 4925 (364);
respecto a la fibrilacién auricular se han descrito posteriormente su asociacion

con otros SNP (365).

El “Wellcome Trust Case Control Consortium Ischemic Stroke” GWAS
identificd una asociacion novel en 7p21; en el gen HDAC9 (366) que codifica
para una histona deacetilasa 9. Esta asociacion se limita al ictus ateromatoso
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de vaso grande, influyendo en el GIM y un aumento en la expresion del mRNA
(367). El gen probablemente participa de la aceleracion de la aterosclerosis y el
acido valproico actua inhibiendo el gen y se asocia a una menor tasa de ictus

(368).

El polimorfismo KIV2 esta implicado en el 69% de la variabilidad del nivel
de Lp(a) (369, 370), y con una disminucion del riesgo de Infarto agudo de
miocardio(371). Se ha establecido la relacion de los poliformismos de la
liproproteinlipasa Ser447Ter y Asn291Ser, aunque su relacion con el ictus es
controvertida (372), un metanalisis encontré que el polimorfismo Ser447Ter se
relaciona con un menor riesgo de ictus especialmente el aterosclerético (373).
Se ha encontrado que la asociacion entre Lp(a) parece tener relacion solo con
ciertas localizaciones de la enfermedad aterosclerética como la EAC y la EAP,

pero no con el ictus (374).

Trabajos en poblacion asiatica han demostrado un SNP en una protein-
kinasa (PKC), PRKCH, que se ha asociado a enfermedad de pequefio vaso y a
lesiones silentes en RMN (375). Las lesiones de sustancia blanca en RMN son
un marcador de enfermedad de pequefio vaso y se estima que la herencia
juega un papel hasta en el 70% de los casos (68, 376, 377). Las bases
genéticas estan aun por dilucidar y un metanalisis de 19 genes candidatos,
entre los que se incluian APOE, MTHFR y angiotensina, no identific6 una
asociacion (378). También se ha vinculado la patologia de pequefio vaso tanto
isquémica como hemorragica con el genoma mitocondrial y variantes de los
genes de la fosforilacion oxidativa (379). Un trabajo reciente encontrd
asociacién entre las lesiones de sustancia blanca y un nuevo locus en el
cromosoma 17925, aunque sin relacién con el ictus lacunar, por ello se
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plantean que no actla sobre la arteriopatia responsable del infarto lacunar

(380).

La transtiretina es una de las muchas proteinas que pueden causar
amiloidosis, encuadrandose en un grupo de enfermedades caracterizado por el
deposito extracelular de proteinas fibrilares patologicas insolubles en 6rganos y
tejidos (381). El depdsito de amiloide esta condicionado por la desestabilizacion
de la misma, proceso que puede ser blogqueado por tiroxina, y por las drogas
que estabilizan tetrameros de transtiretina (382, 383). Estudios de genotipado
para 2 variantes genéticas en el gen transtiretina (TTR), R104H y T119M, que
determinaron la asociacion de genotipos con niveles plasméticos de
transtiretina, las medidas de la funcion tiroidea, el riesgo de la enfermedad
vascular y la esperanza de vida, concluyeron que estas variantes disminuyeron
el riesgo de enfermedad cerebrovascular, aumentando la esperanza de vida en

la poblacion general (384).

El fibrinbgeno esta elevado en las patologias inflamatorias juega un
papel importante en la trombosis y tiene capacidad predictiva la patologia
vascular (385, 386). En metanalisis de GWAS se ha establecido la relacién de
diversas variantes génicas que afectan a los niveles de fibrinégeno (387),
aungque metandlisis posteriores no han encontrado relacion causal con el ictus

(388).

En un estudio, sobre la base de un tagSNP se demostré que el
polimorfismo rs380092 en IL-1RN mostré una asociacion con la asociacion con

el IS y en especial con el ictus criptogénico (389).
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Se ha demostrado relacién entre vinculados a la inflamacién y el riesgo
de ictus, entre ellos los que codifican el factor de necrosis tumoral o (TNFo)
qgue tienen una accion pro inflamatoria (390-392). Por contra se han descrito
otros polimorfismos de la IL10 que tienen la accidén contraria, y limitan las
reacciones inflamatorias al antagonizar las TNF-a, IL-1b, IL (393). Se han
descrito 3 SNP en el gen promotor de IL-10 (_1082 G/A, 819 C/T, 592 C/A)
gue muestran un marcado desequilibrio de ligamiento, los cuales forman 3
haplotipos que se han asociado a un descenso en la sintesis de IL 10 y a
diversas patologias (394). La IL-1 RA, antagoniza la actividad de IL-1y
controla la actividad del SNP del antagonista del receptor de IL-1b, y de IL-1 A
(IL-1RA), habiéndose descrito la asociacion a la predisposicion a aterosclerosis
e ictus (395-397). También se ha comunicado una mayor frecuencia del
genotipo IL-1 VNTR 86 bp 2/2 en sujetos con IS lacunar (OR = 6.05; p = 0.017)
(396). Otros genes que participan en los fendmenos inflamatorios también se
han relacionado con el ictus, como el de la IL 6 y el de la metaloproteinasa 3

(MMP3) (398-401).

El gen BRCA-1 associated protein (BRAP) se ha identificado como
relacionado con la susceptibilidad para el IAM (402). El poco frecuente SNP
GG homocigoto rs11066001 en el gen BRAP se ha asociado en poblacién
japonesa y china con un incremento de a 1.31 a 1.47 veces el riesgo de IAM,
con el indice tobillo-brazo y con la aterosclerosis carotidea (403, 404). El gen
participa como mediador de la inflamacion, y la translocacion se ha relacionado
con la produccion citocinas inflamatorias aunque no hay datos concluyentes de

su participacion en la patogenia del ictus (405).
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Polimorfismos del gen que codifica la linfotoxina-alfa (LTA) pueden
aumentar la transcripcion, asociarse a procesos inflamatorios crénicos y
aumentar riesgo de IAM; en el ictus también se han asociado significativamente
en sujetos no hipertensos: LTA 252A G (modelo aditivo; OR, 1.4; 95% IC de
1.20 - 1.65; P<0.00002) y LTA 26Thr_Asn (OR, 1.19 con 95% IC, 1.06- 1.34;

P_0.003). LTA 252A_G (406).

Diversos estudios han mostrado la herencia en los componentes de la
coagulacion y de los fenotipos de la fibrina en relacién con la patogenia del
ictus (407, 408). Muchas coagulopatias se heredan con un patron autosémico
dominante, y entre estas afecciones se incluyen las deficiencias de las
proteinas C y S, las mutaciones del factor V Leiden (FVL) vy otras deficiencias
que aumentan el riesgo de trombosis venosas (409-413). Algunas
coagulopatias adquiridas pueden ser familiares hasta en el 10 % de los casos
(414, 415). Un estudio sugeria que los estados de hipercogulabilidad eran méas
frecuentes en pacientes con FOP respecto a los que no lo tenian, sin encontrar
diferencias en la prevalencia de FVL o de la mutacién 20210 del gen de la
protrombina. La prevalencia de la mutacion 20210 de la protrombina aislada
era mayor en sujetos con ictus criptogénico y FOP, lo que plantea que este

mayor riesgo se relacione con el FOP (416).

El sistema de coagulacion vy fibrindlisis mantiene un equilibrio dinamico
gue en condiciones patologicas se altera sobrepasando los mecanismos
regulatorios iniciando el proceso trombético (417). Se ha demostrado herencia
de fenotipos de la estructura de la fibrina y estudios GWAS han identificado loci
genéticos comunes asociados con fenotipos de coagulacion y se han
asociado con EAC e ictus de vaso grande (408). De esta manera los factores
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gue puedan alterar este equilibrio pueden ejercer un papel en la aparicion de la
enfermedad vascular La pérdida de la funcion fibrinolitica secundaria a la
elevacion del inhibidor del plasminégeno (plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) se ha relacionado con el IS. Los polimorfismos en el gen del PAI-1,
como el polimorfismo promotor del alelo 4G conllevan niveles aumentados del
activador tisular del plasmindégeno (tissue-type plasminogen activator (tPA), y
se han implicado en la patogenia del ictus aunque su papel permanece
controvertido (418, 419). El activador tisular del plasminégeno es un mediador
primario de la fibrindlisis intravascular (420), un SNP -7351C/T se ha asociado
con la tasa de liberacion de TPA, y con el riesgo de IAM (421). Respecto a su
asociacion con el ictus hay datos contradictorios (422), por un lado se ha
relacionado con el ictus lacunar (422), aunque un metanalisis plantea relacion
con el ictus de vaso grande en poblacién caucasica (423). Se han descrito
polimorfismos vinculados con el gen del TPA como el genotipo TT o un SNP en
posicion -7351 ligados al riesgo del IS (422, 424). El factor XIl es una proteina
plasmatica miembro de las serin-proteasas con propiedades fibrinoliticas y que
se ha asociado a eventos trombéticos aunque esta asociacion es objeto de
controversia (425-427). No obstante en diversos estudios el polimorfismo
(sustitucion 46 C a T) en la regién 5 no traducida se ha asociado a una baja
eficacia y variabilidad en los niveles de factor Xl en la poblaciéon general, y a

ictus (428).

El factor VII es una glicoproteina plasmatica sintetizada en el higado
como zimégeno activo y participa en la cascada de la coagulacion a través de
la via extrinseca, iniciandola (429, 430). Hay estudios que apoyan su influencia

en la enfermedad cerebrovascular (ECV) (431). Los polimorfismos S670C y
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IVS7 se han confirmado como FR independiente para la apariciéon de IS en

sujetos jovenes (432).

Se ha postulado en la patogenia del ictus asociado a historia familiar de
migrafia una contribucion genética significativa (433-435). También se ha
vinculado a los genes que codifican el sistema endotelial en la patogenia de
estos trastornos (436-438), se ha encontrado una asociacion entre endotelina-1
(EDN) e ictus y del receptor tipo B de la endotelina (EDNRB) B con 2 los
polimorfismos htSNP (rs4885493 y rs10507875) en ictus en pacientes
caucésicos (439); en este trabajo la asociacion se corresponde con los subtipos
de ictus cardioembdlico y de origen indeterminado. El dafio endotelial se ha
sugerido en asociacibn con un componente genético como el mecanismo
plausible para la asociacion entre migrafia y enfermedad vascular e ictus (440-

442).

Enfermedades monogénicas e ictus

Hay otros trastornos genéticos monogénicos como la vasculopatia con
depositos electrodensos originada por mutaciones en el gen Notch3 y conocida
como “Cerebral Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy” (CADASIL) que se caracteriza por cefalea migrafiosa,
infartos subcorticales y demencia (443). Un trabajo reciente encontré un score
poligénico asociado a las lesiones de sustancia blanca y sugieren que mdultiples
variantes con pequefio efecto cada una influyen en la carga de lesiones de

sustancia blanca en los pacientes con CADASIL (444).

Los pacientes con “Cerebral Autosomal-Recessive Arteriopathy with

Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy “(CARASIL) son normotensos y
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con alopecia precoz, tienen espondilosis entre la segunda y la tercera década y
sufren ictus en la treintena, ademas de que desarrollan demencia antes de los
50 afios. Los andlisis de ligamiento han encontrado mutaciones en el gen HtrA
serina proteasa 1 (HTRAL) y tienden a tener baja actividad de proteasa que es
incapaz de limitar la sefalizacion por la familia de factores transformadores del

crecimiento factor-f3 (445).

Hay otras patologias hereditarias que pueden causar IS como la
Enfermedad de Marfan (446), las neurofibromatosis 1 y 2 (447), o la
enfermedad de Fabry (448). Las enfermedades del tejido conectivo como la de
Marfan o el Ehlers Dahlos pueden estar relacionadas con las disecciones
arteriales, que representan una causa frecuente de ictus en el paciente joven

(449).

La enfermedad de Moyamoya es una vasculopatia progresiva no
aterosclerotica con oclusion de las porciones terminales de arteria carétida
interna. Se encuentra asociada a la anemia de células falciformes, la
neurofibromatosis tipo 1 y a sindrome de Down (450). Estudios de ligamiento
han mostrado mutaciones en heterocigosis en el gen alfa-actin (ACTA2) que
puede se relaciona con la proliferacion anormal de células musculares lisas y
causar aneurismas y disecciones aorticas (TAAD), EAC prematura, IS y
enfermedad de Moyamoya (451). También se ha identificado en pacientes con
estenosis intracraneal sin datos clinicos Moyamoya un gen localizado en el

cromosoma 17q (ring finger protein 213 (RNF213) (452).

El IH ocurre con una incidencia de 15-19 casos por 100.000 habitantes y

ano(453), aunque ha sido menos estudiado en el IH también se ha demostrado
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un papel causal para la herencia (454). En un andlisis de genotipado GWAS en
pacientes con IH el riesgo heredado fue 29% (SE, 11%) para loci no -APOE y
15% para APOE (SE, 10%). Para la mortalidad a 90 dias en el grupo no APOE
fue 41% y 10% para grupo APOE. (SE, 9%), ademas la herencia para el
volumen del ictus en grupo no APOE fue del 60% (SE, 70%) y del 12% (SE,
4%) para grupo APOE (454). Este trabajo confirma los hallazgos previos de la
prevalencia de los alelos €2 and €4 en los hematomas lobares respecto de los
profundos (454). En un trabajo multicéntrico de los investigadores GOCHA
(Genetics of Cerebral Hemorrhage with Anticoagulation) se analizaron
polimorfismos de genes relacionados con la HTA y se desarrolld un score
predictivo de riesgo encontrando asociacioén con el volumen del hematoma y el
mal prondstico funcional de los hematomas profundos y no de los lobares
(280). De esta manera se confirma la idea que la carga de los genes
relacionados con la HTA incrementa el riesgo de IH estableciendo una

correlacion con el grado de vasculopatia hipertensiva.

La trombosis venosa cerebral (TVC) es una forma poco frecuente de
enfermedad vascular trombdética que representa el 1% del total de los ictus y
que asocia una mortalidad del 10-13 % (455). En su patogenia se han
implicados diversos factores etiologicos como embarazo (456, 457), la toma de
ACO (458), el uso de fitoestrogenos (459), hipotension intracraneal espontanea
(460), enfermedad inflamatoria intestinal (461), quedando sin diagnosticar
alrededor de un 15 % de los casos de TVC. Se ha demostrado relacion con las
trombofilias hereditarias en torno al 22 % (456), y en un metanalisis se ha

demostrado asociacion significativa con el FVL/G1691A (OR=2.40;95% CI,
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1.75- 3.30; P<0.00001), protrombina/G20210A (OR=5.48; 95% IC, 3.88- 7.74;

P<0.00001), MTHFR/C677T (OR=2.30; 95% IC, 1.20- 4.42; P=0.02 (462).

Los aneurismas intracraneales caracterizan a ciertos trastornos
Mendelianos como la poliquistosis renal, la displasia fibromuscular y el Ehlers-
Dahlos tipo IV o vascular (463-465). Una colaboracion europeo-japonesa en un
estudio GWAS con replicacién posterior encontr6 asociaciones entre los
polimorfismos SOX17 (8q11.23—q12.1; OR, 1.28; P=1.3x10-12) y CDKN2A-
CDKN2B (9p21.3; OR, 1.31; P=1.5x10-22). La relacion de los aneurismas con
el polimorfismo CDKN2BAS (.SOX17) se confirmd en un trabajo posterior de
replicacion (464). Estos tres loci fueron identificados: 18ql11.2 (OR, 1.22;
P=1.1x 10-12), STARD13-KL en 13g13.1 (OR 1.20; P=2.5x10-9), y una regién
en el cromosoma 10 (10924.32) (OR, 1.29; 1.2x10-9), no obstante no esta
clara la asociacion con la HSA (466). Otras asociaciones descritas y replicadas
en parientes de sujetos con aneurismas intracraneales son en los cromosomas
4g31.23 (EDNRA), 10g24.32 (CNNM2), 12g22, 18q11.2 (RBBPS), y 20p12.1.3—

6 (467-470).

Farmacogendémica

La farmacogenémica es un area que presenta aplicaciones
prometedoras, las variaciones genéticas influyen el metabolismo de farmacos,
su eficacia y los potenciales efectos adversos; de esta manera puede ser Gtil en
desarrollo de nuevos farmacos (471). La Warfarina reduce el riesgo de ictus en
pacientes con FANV y otras lesiones cardiacas con alto riesgo de
cardioembolismo, para lo que se exige un control estricto del rango de

anticoagulacién que se analiza con el “International Normalized Ratio” (INR),
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gue tiene un rango estrecho para garantizar una adecuada proteccion
anticoagulante y una baja tasa de efectos adversos hemorragicos (472).
Diversas variantes genéticas influyen en las variaciones del rango de
anticoagulacion, dos aloenzimas frecuentes CYP2C9 reducen la actividad
enzimatica y disminuyen los requerimientos de warfarina ya que la
metabolizacién es mas lenta (471). En este sentido tenemos la variabilidad
genética en el citocromo P450 2C9 (CYP2C9), complejo 1 (VKORC1) oxido
reductasa de la vitamina K y las mutaciones del propéptido factor IX que
afectan a la sensibilidad de la vitamina K (473). Respalda esta aproximacion los
resultados de un estudio multicéntrico realizado en pacientes anticoagulados
en los que la cohorte genotipada tuvo un 31 % menos de hospitalizaciones por
sangrado o tromboembolismo (474). En 2010 la Food and Drug Administration
(FDA) sugeria que estos polimorfismos deberian ser tenidos en cuenta a la
hora de la prescripcion de anticoagulantes (475). Estudios GWAS han
identificado que los pacientes que tomaban dabigatran y eran portadores de la
mutacion CES1rs2244613 tenian una menor disponibilidad del farmaco y riesgo

de sangrado (476).

Los inhibidores de la Hidroximetiglutarato coenzima A reductasa
(HMGCR) o estatinas se han confirmado como eficaces para el control de los
niveles de riesgo vascular, ademas de que reducen el riesgo de enfermedad
vascular y tienen efectos beneficiosos sobre la inflamacion. No obstante su uso
también se ve influido por variaciones individuales en la que participan
mecanismos genéticos y ambientales (477, 478). Se han identificado variantes
genéeticas en HMGCR y ABCB1 (ATP-binding cassette, sub-family B

(MDR/TAP) asociadas a una menor accién hipolipemiante (479). La mas
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potente interaccion relacionada con el ictus corresponde al polimorfismo CETP
(Cholesteryl ester transfer protein) rs5883 (63), no obstante en este trabajo no
se encontrd relacion entre las variantes estudiadas y la aparicion de ictus o de
infarto de miocardio. Estudios GWAS de pacientes tratados con 80 mg de
simvastatina han identificado variantes frecuentes de SLCO1B1 asociadas con
el desarrollo de miopatia (480). Por otra parte el uso de estatinas se ha
observado que puede conferir un mayor riesgo de IH lobar en los sujetos que
lleven la ApoE4/E4 y ApoE2/E4, lo que se ha confirmado en las cohortes de

replicacion (481).

El clopidogrel es un antiagregante que se emplea en la prevencién de la
enfermedad vascular (39), y se han descrito polimorfismos que modulan la
activacion metabdlica del profarmaco clopidogrel (CYP2C19) que conducen a
un mayor riesgo de complicaciones vasculares en pacientes que lo emplean
como prevencion secundaria de la enfermedad vascular en los portadores de al
menos de un alelo CYP2C19*2 (482, 483). También se han documentado
variaciones en la respuesta antiagregante al clopidogrel en relaciébn con
genotipos PON Q192R, siendo esta respuesta inferior en los portadores de los

alelos QR y RR respecto a los pacientes portadores de los alelos QQ (484).

El activador tisular del plasminbgeno recombinante es el dnico
tratamiento recanalizador arterial por via intravenosa en la fase aguda del IS;
Su uso esta condicionado por multiples riesgos, especialmente por el riesgo de
transformacién hemorragica del ictus (485). Se han descrito polimorfismos
asociados a seguridad en el uso y se ha desarrollado un score para intentar

predecir la respuesta y seguridad del tratamiento (486).
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Justificacion y objetivos
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Justificacion del trabajo

Diversos estudios epidemiolégicos apoyan la relacién entre el ictus como
enfermedad de base multifactorial y factores genéticos que pueden predisponer
a sufrirlo. Los avances en los estudios de asociacion gendmica (GWAS) estan
transformando el conocimiento de los factores genéticos relacionados con la
patogenia del ictus, se estan descubriendo nuevos genes implicados y
estableciendo vinculos entre los distintos tipos de ictus y variantes genéticas en
estos genes. De esta manera se podra abrir la puerta a la obtencion de nuevos
tratamientos tanto por la identificacion de estos genes y de sus productos,
como por el descubrimiento de variantes nuevas o por aquellas ya
caracterizadas que pueden tener un efecto fenotipico mensurable.

Las variantes genéticas descritas hasta el momento explican una parte
del riesgo global de sufrir un ictus. De esta manera una prediccion real del
riesgo vascular dependera de conocer un mayor nimero de variantes genéticas
asociadas y asi poder incorporarlas a los algoritmos predictivos. Es importante
sefalar que algunas de estas variantes se han asociado en estudios previos,
realizados a pacientes con ictus especificamente con formas diferenciadas de
presentacion clinica. Por lo tanto su replicacién es decir la confirmacion de la
asociacion en diferentes poblaciones constituye un requisito indispensable para
su validacion y utilidad futuras.

Objetivos

Considerando la hipétesis que las variantes genéticas comunes en los genes
paraoxonasa 1y paraoxonasa 2, de la metilentetrahidrofolato reductasa y en el
receptor 1 de la angiotensina-ll se asociarian con el ictus isquémico en la

poblacién evaluada.
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Para evaluar estas hipotesis nos hemos planteamos los siguientes objetivos:

1.

3.

Determinar la prevalencia de los polimorfismos descritos en nuestra
poblacion y la asociacion con ictus isquémico.

Evaluacion de la distribucion de las frecuencias alélicas mediante un
estudio de casos y controles (base poblacional del estudio
PROCAGENE)

Correlacionar los distintos genotipos con los factores de riesgo y

caracteristicas fenotipicas en la poblacion reclutada
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Material y métodos
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Material y métodos

Se disefié un estudio de prospectivo de casos y controles, en el que
incluiriamos a todos los pacientes consecutivos ingresados por un IS o por
Ataque Isquémico Transitorio (AIT) en el Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin durante el periodo de estudio. La
inclusién en el estudio de los pacientes estaba condicionada a la firma el

consentimiento informado para participar en el mismo.

El estudio se puso en marcha sin financiacion en enero de 2009. Nuestro
objetivo inicial era recoger todos los pacientes ingresados en nuestra unidad
durante un periodo de 6 meses. Para la estimacion del tamafio de la muestra

empleamos el software Quanto (http://hydra.usc.edu/gxe/).

Reclutamiento poblacional: Casos

Se definio el ictus como cualquier alteracion neurolégica focal de inicio
brusco y duracién mayor de 24 horas en las que las pruebas de neuroimagen
descarten otro proceso causal (tumoral, infeccioso, inflamatorio o
desmielinizante) o cualquier alteracién neuroldgica focal en la que las pruebas
de neuroimagen confirmen un evento isquémico 0 hemorragico,

independientemente de la duracion.

Se definid el AIT como cualquier alteracién neurolégica focal de inicio
brusco y duracién menor de 24 horas en las que las pruebas de neuroimagen
descarten otro proceso causal (tumoral, infeccioso, inflamatorio o
desmielinizante) y ademas no muestren ninguna lesion isquémica compatible.

La clasificacion etiologica del IS se realizard segun los criterios TOAST
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revisados. Los IH se clasificaron conforme a la localizacién to pogréfica en

lobares y en subcorticales.

En la visita basal recogimos los antecedentes personales de interés
relacionados con la patologia vascular HTA, DM, DLP, cardiopatia, EAP,
hiperuricemia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
hipotiroidismo, neoplasias previas...); los habitos téxicos (tabaco, alcohol,
consumo de sustancias vasoactivas); los tratamientos que recibian
previamente y el tratamiento recomendado al alta. Se clasificé el ictus segun
su subtipo etiologico. Se recogieron las variables TA al ingreso (sistolica y
diastélica), la glucemia, los niveles de colesterol total, cLDL, cHDL vy
triglicéridos, las concentraciones de apolipoproteinas (Al y B), la
microalbuminuria, la uricemia, la homocisteina, la vitamina B12, el &cido folico,
las hormonas tiroideas y el fibrinbgeno Ademas se realizé en los isquémicos un
duplex de troncos supraadrticos para cuantificar la repercusion en términos de
grados de estenosis, y en los casos en los que estuvo indicado se llevd a cabo
un estudio angiografico complementario, ya fuese con arteriografia
convencional, con angio-TAC o resonancia magnética. En esta visita se extrajo
una muestra de sangre venosa para el analisis de los distintos polimorfismos

incluidos en el estudio.

Reclutamiento poblacional: Controles

Hemos utilizado la base de datos del estudio PROCAGENE para el
reclutamiento de controles (487, 488). Para las variantes Paraoxonasa 1

(PON1) GIn192Arg y Leu55Met asi como para la variante PON2 Cys311Ser el
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namero de controles disponibles genotipados en esta base de datos era de

562.

Extraccion del DNA

Los métodos de extraccion de DNA, en general, tienen una serie de
pasos basicos que se cumplen independientemente del origen de la muestra.
Estos son disrupcion celular (ruptura de la bicapa lipidica de las membranas
celulares por tratamiento con detergentes, empleo de agentes quelantes que
secuestran cationes estabilizantes de la membrana, etc.), seguido de
eliminacion de las proteinas (que constituyen los principales contaminantes del
extracto), concentracion del DNA (por precipitaciébn con alcoholes), lavado
(para eliminar restos de reactivos y solventes que puedan inhibir la Taq
polimerasa) y resuspension en presencia de bajas concentraciones de sales.
Posteriormente se verifica un ligero aumento en la solubilidad de las proteinas
(salting-in) por aumento de la fuerza iénica del medio respecto de soluciones
acuosas. Por el otro lado, en presencia de altas concentraciones de sales, la
solubilidad de las proteinas disminuye y terminan por precipitar.

El DNA fue extraido de leucocitos de sangre periférica utilizando el
procedimiento que se describe a continuacion, referenciado como "Salting out
procedure" (489), con algunas modificaciones: 5 ml de sangre total en EDTA
(tubo BD Vacutainer 15% 0,12ml) fueron congelados a -4°C para romper las
células rojas. Posteriormente se descongelé la muestra y pasé a un tubo
Falcon de 50 ml al que se le afiadi6 10 ml de PBS (Phosphate Buffered
Saline). Se centrifugd a 3000 rpm (Centrifuga Kubota 8800) durante 10
minutos, desechando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 10 m1 de

PBS para un segundo lavado. El pellet resultante se resuspendié en 5 ml de

56



DEB (10mM Trizma Base (Tris[hydroximethylJ aminoetano), 150mM NaCl
(Sodium Chloride) y de 3mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetate acid) y se
agitdé en un vortex hasta que se disolvié perfectamente, para posteriormente
afiadirle 100p1 de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) al 10%, mezclandolo sin
agitar. Al tubo se le afiadié 10 yl de RNasa (RNase from Bovine Pancreas 100
mg/ml) y se dej6 en la estufa a 37°C durante 1 hora. Una vez trascurrido ese
tiempo se afiadid 100 ul de proteinasa K (Proteinase K Lyophillized powder 37
units/mg) y se mezclé sin agitar, incubando el resultado durante 1 hora a 56° C,
mezclando por inversion cada 20 minutos y posteriormente a 37° C durante 12
horas.

A continuaciéon se afadié al tubo Falcon 2 m1 de CINa 6M y se agitd
fuertemente durante 1 minuto, pasando el resultado a ser centrifugado 30
minutos a 3000 rpm. Se desecho el pellet y el sobrenadante se transfirid a un
tubo Falcon de 50 ml, afladiendo un volumen igual al que tenemos de
isopropanol (2 isopropanol). Se agité suavemente hasta concentrar el DNA en
un filamento fino que se "pescd" y fue introducido en etanol al 80% para ser
lavado durante 2 minutos. Posteriormente el filamento limpio se deja secar en
un Eppendorf roscado abierto durante 12 horas, protegiendo la boca del tubo
con parafina perforada. Una vez seco se resuspende el DNA en 100 pl de agua
bidestilada y se pone en el agitador 12 horas. Posteriormente se tomd la
dilucién preparada y se llevd a una concentracién final de 100 pgr/ml,
determinando la concentracion de partida y su pureza mediante un
espectrofotometro Nanodrop.

Determinacion de la variante C677T (rs1801133, g.14783C>T,

pAla222Val) del gen MTHFR
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La determinacién del polimorfismo génico C677T del gen MTHFR, se
realizd6 mediante digestion enziméatica Hinfl. Se siguid el protocolo de Frosst y
colaboradores con algunas variaciones (490). Para la amplificacion por PCR se
utilizaron los primers HM1 (5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’) y HM2
(5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’) como primer forward (sentido) y primer
reverse (anti sentido) respectivamente. Se amplifico un fragmento de 198bp, el
cual se sometio al proceso de digestion enzimatica Hinfl (New England Biolabs,
UK). Se identifico el alelo 677T, por la presencia de un sitio Hinfl, resultando
como consecuencia de la digestibn dos fragmentos de 175 bp y 23 bp
respectivamente. A diferencia, el alelo C en la posicién 677 (677C) carece de
sitio Hinfl. Los productos derivados de la PCR y de la digestion enzimatica se
analizaron en un gel de agarosa TBE al 3%. Se establecid la categoria de las
muestras como homocigética para la variante termolabil (677T), heterocigética
(C677T) o la tipo salvaje (677CC).

Determinacion de los genotipos GIn192Arg (rs662, g21439A>G,
pGIn192Arg) y Met55Leu (rs854560 del gen PON1)

La determinacion de los genotipos GIn192Arg y Met55Leu del gen PON1
se realizo utilizando PCR-RFLP segun las técnica descrita por Humbert y cols
(491), y por Shanguera y cols (492). La técnica radica en el corte con
endonucleasas de restriccion de los productos amplificados por la PCR. Para la
identificacion del polimorfismo GIn192Arg se emplearon los primers de la PON
12 (5TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3) y de la PON 1B
(5CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3’). En la tipificacion del polimorfismo

Met55Leu se utilizaron los primers de la PON1 55f (5-GAA
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GAGTGATGTATAGCCCCAG-3) y de la PON1 55 r (5'-
TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3)).
Determinacion del polimorfismo Ser311Cys del gen PONZ2.

Se utilizé el primer sentido PON2 F9 (5-
ACATGCATGTACGGTGGTCTTATA-3) y el primer anti sentido PON2 R9 (5-
AGCAATTCATAGATTAATTGTTA-3’), para amplificar la region del target del
polimorfismo Cys311Ser del gen PON2. La amplificacion por PCR del gen
PON2, genera una ampliacion de DNA de 262 bp. La digestion con la enzima
de restriccion Ddel genera en caso del alelo Cys dos bandas de 142 bp y 120
bp respectivamente, mientras que en el caso del alelo Ser, genera tres bandas
de 120, 75y 67 bp, respectivamente.

Variante A1166¢ (rs5186) del gen AGTR1

La determinacion de los genotipos A1166C en la region 3'UTR del
gen AT1R se realizé siguiendo el protocolo descrito por Nakauchi y cols (493).
La amplificacién con los primers ATIRH1 (5" TCC TCT GCA GCA CTT CAC
TAC CAAATG GGC 3)yAT1IRH2 (5" TTC ATC GAG TTT CTG ACATT 3") da
lugar a un producto de 201 pb. El producto mutado (A1166C) genera
fragmentos de 171 bp y de 30 bp al cortarlo con Haelll. Los productos se
revelaron mediante tincion con bromuro de etidio después del fraccionamiento

electroforético a través de geles de agarosa.

Analisis de datos

Una vez obtenidos los datos se analizd la posible asociacién de los

diferentes polimorfismos con las siguientes variables:

1) Latopografia lesional

59



2) Conlos FR vascular.
3) Asociacion con lesiones clinicas o asintomaticas en los estudios de

neuroimagen
Estimacién del poder estadistico

Para la evaluacion del poder estadistico se emple6 el software Quanto

disponible en http://hydra.usc.edu/gxe.
Andlisis de los datos demograficos, clinicos y genéticos

Para evaluar posibles diferencias entre casos y controles empleamos el
paquete estadistico SPSS 15.0 (SPSS, Inc.). La determinacién de las
frecuencias alélicas y genotipicas se llevd a cabo con el programa genetics.
Los haplotipos, contaje, inferencia y contraste con el programa haplo.stats y su
visualizacion con haploview. Para los célculos descritos se utilizaron ademas
otros programas especificos como Genetic Tools y rCmdr. Genetics, Genetic
Tools, haplo.stats y haploview se emplearon en entorno R.

Se analizaron comparando en cada grupo propuesto las frecuencias de
los diferentes alelos con los controles apropiados de cada grupo y evaluando
su significacion estadistica mediante la prueba de X2, y el calculo de los OR e
intervalos de confianza segun el método de Wolf-Haldane. Si alguno de los
grupos en comparacion resulté inferior a 5 individuos se aplico el test exacto de
Fischer. Se procedié a una normalizacion del modelo estadistico a fin de
corregir las posibles distorsiones derivadas de las diferencias de edad de los
sujetos de la muestra.

El equilibrio de Hardy Weinberg se comprobd utilizando las frecuencias
genotipicas observadas frente a las esperadas y el test de x2, con la correccion

de Yates cuando resultdé necesario.
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Las variables cuantitativas se describen y representan graficamente
como valores medios + la desviacion tipica. Las variables cualitativas se
representan y grafican como frecuencias absolutas y relativas y/o porcentajes.
Evaluamos las desviaciones de la distribucién normal mediante el estadistico Z
de Kolmogorov-Smirnorv. Realizamos las comparaciones de medias a traves
de la T de Student, para muestras independientes o las alternativas no
paramétricas: la prueba de Wilcoxon y el test U de Mann-Whitney, cuando se
considerd necesario. Ambas pruebas constituyen alternativas a la T de Student,
bajo el supuesto de normalidad.

Las comparaciones entre pares para grupos relacionados, se realizaron
mediante la prueba de Wilcoxon o el test U de Mann-Whitney, para aquellas
comparaciones a pares de grupos no relacionados. Estas pruebas no exigen
ningun tipo de distribucion a las variables y por ello no utilizan los valores
obtenidos, ni ningun parametro calculado con ellos, sino los rangos que se
pueden establecer con estos valores.

Las comparaciones entre mas de dos grupos, se evaluaron mediante el
test de  Kruskal-Wallis. La correlacion entre variables continuas sera
determinada por la Rho (p) de Spearman. Las diferencias entre grupos, en
funcion de las variables cualitativas se muestran en tablas de contingencia,
realizando la prueba de Chi-cuadrado o la correccién exacta de Fisher cuando
fue necesario.

Empleamos el andlisis de regresion logistica para identificar las
correlaciones entre los genotipos y la presencia de enfermedad vascular o

complicaciones lo que nos ha permitira evaluar su influencia independiente de
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otros factores conocidos. El nivel de significacion se considerara para un valor

de p <0.05.
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Resultados
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Resultados

1.-Descriptiva de la poblacién

1.1.- Estimacion del poder estadistico

La incidencia anual del ictus, esta en torno a 175 por cien mil habitantes
con una prevalencia de entre 50 o 60 casos por 10.000 habitantes entre 65 y

74 afos y mas de cien casos por 10.000 habitantes mayores de 65 afios (494).

Para la evaluacion del poder estadistico se empled el software Quanto
disponible en http://hydra.usc.edu/gxe. La evaluacion mas favorable, es decir
aguella que requiere de un menor esfuerzo de reclutamiento considerando la
prevalencia mayor, una Unica variante alélica y requiere que la frecuencia
alélica sea 20.1. A tal fin elegimos, de entre las analizadas, la variante
Cys311Ser en el gen Paraxonasa 2 (Paelo s= 0.798). Para las variantes
Paraxonasa 1 (PON1) GIn192Arg y Leu55Met y Cys311Ser el nimero de
controles genotipados en relacién al de casos reclutados es 2,63 de forma que
elegimos un analisis de casos y controles no pareado con un valor Kp = 0.006
(incidencia global), bajo un modelo de herencia dominante y estableciendo un
poder del 80%. El resto de parametros se establecieron de acuerdo al ejemplo
de utilizacion disponible en la documentacion adjunta al programa. La salida del

programa se muestra a continuacion:

64


http://www.cscu.cornell.edu/news/statnews/stnews71Quantoexample.pdf

Cutcome: Disease

Design: Unmatched case-control (1:2.63)
Hypothesis: ene anly
Desired power: 0700000
Significance: 0.050000, 1-sided
ene
Mode of inheritance: Dominant
Allele frequency: 0.7980
Disease model Summary parameters
Py 0. 004666 Ko 0006000
Fa 1.2000 (*indicates calculated value)
FParameter Ml Full Reduced
Gene Be=U Po —
4
Fa Gene Fq
1.3000 2767 0.004666
1.8000 G55 0003404
23000 372 0002679
23000 270 0.002209

M is the number of cases required for the desired power
The required number of controls is 2 63N

La columna “Gene” refleja el numero de pares casos-controles
necesarios y P, es el riesgo basal. Como puede observarse el valor “N” se

aproxima al de casos reclutados en este estudio para un riesgo relativo alto.

Alternativamente puede utilizarse el andlisis Quanto para determinar qué
poder estadistico se alcanza, una vez conseguida una muestra de tamafio
determinado. La variante elegida fue, por su frecuencia, Cys311Ser en el gen
Paraxonasa 2 (Paelo s= 0.798), es decir se mantuvo la aproximacion a efecto
genético exclusivamente, se mantuvo asi mismo la tasa de casos-controles en
2.63. Basado en este analisis para un valor de N = 213, se obtuvo un poder
estadistico de ~60% para detectar un riesgo relativo de 2.7 con un valor de

significacién del 0.05.
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1.2.- Casos

1.3.- Emparejamiento por edad e sexo con la base de datos poblacional

del Estudio PROCAGENE

Se reclutaron 216 pacientes de los que pudieron obtenerse datos
genéticos y clinicos de 200 de ellos. En relacion con la patologia hemorragica
tuvimos que excluir los casos recogidos dado que la tasa de inclusion fue baja.
También excluimos a los ictus en los que posteriormente se demostrd0 una
causa infrecuente (apartado 4 de la clasificacion TOAST), como trombofilias
hereditarias. La base de datos poblacional asi obtenida se utilizO para
emparejar por edad y por sexos con la base de datos poblacional
PROCAGENE (488). El resultado del emparejamiento fue una pérdida del
namero de casos, fundamentalmente afiosos, quedando constituida por grupos

y sexos segun la siguiente distribucion:

Tabla de contingencia caso * Género

Género
Hombre Mujer Total

caso CASO Recuento 98 31 129
% de caso 76.0% 24.0% 100.0%

% del total 32.1% 10.2% 42.3%

CONTROL Recuento 136 40 176

% de caso 77.3% 22.7% 100.0%

% del total 44.6% 13.1% 57.7%

Total Recuento 234 71 305
% de caso 76.7% 23.3% 100.0%

% del total 76.7% 23.3% 100.0%

66



Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .071P .790
Correccion por
continuidad 017 897
Razbn de v erosimilitudes .071 .790
Estadistico exacto de
Fisher .786 447
Asociacion lineal por
lineal .071 .790
N de casos validos 305

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 30.03.

Como puede observarse no se hallaron diferencias significativas en la

distribucion de casos y controles por géneros.

1.4.- Comparacion entre casos y controles: Prueba T

Las variables continuas compartidas entre la poblacién de casos y la de
controles fueron la edad, PAS (presion arterial sistolica), PAD (presion arterial
diastolica), concentracion de Acido Folico, Vitamina Bi,, perfil lipidico
(Colesterol total, LDL-Colesterol, HDL-Colesterol, Triglicéridos), concentracion

de Homocisteina plasmatica total (tHcy) y Creatinina plasmatica.

El contraste de valores medios de estas variables entre la poblacion de

casos y de controles obtenidos fue:
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Estadisticos de grupo

Desviacién Error tip. de

caso N Media tip. la media
EDAD CASO 129 62.56 8.872 .781
CONTROL 176 61.68 7.826 .590
TAS INGRESO CASO 920 153.27 29.071 3.064
CONTROL 176 146.15 26.124 1.969
TAD INGRESO CASO 90 83.18 14.538 1.532
CONTROL 176 87.26 11.907 .898
Foélico CASO 119 8.790 3.7899 .3474
CONTROL 81 6.157 1.9722 .2191
B12 CASO 118 455.396 249.0028 22.9226
CONTROL 81 556.185 388.4404 43.1600
COLESTEROL TOTAL CASO 128 175.08 41.770 3.692
CONTROL 176 234.92 38.689 2.916
LDL CASO 122 108.34 39.543 3.580
CONTROL 176 153.03 34.878 2.629
HDL CASO 122 42.28 15.006 1.359
CONTROL 176 51.90 13.212 .996
TRIGLICERIDOS CASO 125 151.38 81.833 7.319
CONTROL 176 149.97 74.910 5.647
Homocisteina CASO 106 16.142 7.3686 7157
CONTROL 174 17.805 7.7658 .5887
Creatinina CASO 127 .8697 .28467 .02526
CONTROL 176 .9193 .39362 .02967
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Lev ene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
Diferencia | Error tip. de diferencia

F Sig. t gl Sig. (bilateral) | de medias la diferencia Inf erior Superior

EDAD \? :rif;r;;ss liJg;Ei:Izs 2.240 .136 .919 303 .359 .882 .960 -1.007 2.771
\’:‘ ;r;i;aasni:j;r:;do .901 254.972 .368 .882 979 -1.046 2.810

TAS INGRESO \?Zrirg;:: Lijgrziadlgs .005 .942 2.022 264 .044 7.113 3.519 .185 14.042
\’:‘ ;)risai:ainigj;r:sido 1.953 163.500 .053 7.113 3.642 -.079 14.306

TAD INGRESO \? :r:::‘r;:: ?;i:lgs 2.498 115 -2.448 264 .015 -4.078 1.666 -7.358 -.798
\’;‘ :riz(:‘:;sni:j:,gdo -2.296 151.466 .023 -4.078 1.776 -7.587 -.569

Folico ? zrir;anr;;s l:gnl]ﬁgs 19.411 .000 5.743 198 .000 2.6334 .4585 1.7292 3.5376
C‘ ;Jrizﬁ:ae;ni;j;r:sido 6.411 186.928 .000 2.6334 .4108 1.8231 3.4437

81z 5 :r;ir;:ss ?E;Ei;zs 6.515 .011 -2.230 197 .027 -100.7894 45.1930 | -189.9136 | -11.6652
\’:‘ ;riZi;aini:j;gdo -2.062 124.712 .041 -100.7894 48.8696 | -197.5105 -4.0683

COLESTEROL TOTAL \?Zrir;?z:: Ligziadlgs 2.825 .094 -12.874 302 .000 -59.842 4.648 -68.989 -50.695
\,:‘ ;)rizerz]:ainigj;rgsido -12.719 261.142 .000 -59.842 4.705 -69.107 -50.578

Lot \? :r:;r;:: lijgr[ljfl(e)s 4.549 .034 -10.293 296 .000 -44.693 4.342 -53.238 -36.149
C‘ :ri:‘:aini:j:,gdo -10.062 238.696 .000 -44.693 4.442 -53.443 -35.944

HL ? Zrir;anr;;s l:grﬂﬁgs .160 .689 -5.843 296 .000 -9.619 1.646 -12.859 -6.379
C‘ sr;izr;asni;j;r:sido -5.710 238.374 .000 -9.619 1.685 -12.937 -6.301

TRIGLICERIDOS \?:”r;annzz?gjﬁzs .339 .561 .154 299 .878 1.404 9.107 -16.517 19.326
\’:‘ :r;i:aini:j;gdo .152 252.217 .879 1.404 9.244 -16.801 19.610

Homocisteina \? Zrir;r;:: Lijgrzislgs 1.341 .248 -1.771 278 .078 -1.6623 .9387 -3.5101 .1854
\,:‘ ;)riz‘f,:ainigj;gdo -1.794 230.983 .074 -1.6623 .9267 -3.4883 .1636

Creatinina \? :rit;anr;:: lijgrﬂi:I(e)s .091 .764 -1.211 301 .227 -.04963 .04100 -.13032 .03105
C‘ ;Jrizﬁ:aini:j;r;ido -1.274 300.997 .204 -.04963 .03897 -.12631 .02705

1.5.- Comparacion entre casos y controles: Prueba x?

Se contrasté mediante ¥ la distribucién de casos y controles para las

siguientes categorias compartidas: HTA (presencia = 1, ausencia = 0),
Diabetes (DM) (presencia = 1, ausencia = 0) y Tabaco (fumador y/o exfumador
< 1 afno = 1, no fumador y/o exfumador > 1 afio =2). Los resultados obtenidos

se muestran a continuacion:
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Tabla de contingencia

HTA
0 1 Total

caso CASO Recuento 49 79 128
% de caso 38.3% 61.7% 100.0%

% del total 16.1% 26.0% 42.1%

CONTROL Recuento 100 76 176

% de caso 56.8% 43.2% 100.0%

% del total 32.9% 25.0% 57.9%

Total Recuento 149 155 304
% de caso 49.0% 51.0% 100.0%

% del total 49.0% 51.0% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 10.190° 1 .001
Correccion por
continuidad 9.461 1 002
Razdn de v erosimilitudes 10.262 1 .001
Estadistico exacto de
Fisher -002 -001
Asociacion lineal por
lineal 10.156 1 .001
N de casos validos 304

a. Calculado solo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 62.74.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las v entajas
para caso (CASO / 471 .296 .750
CONTROL)
Para la cohorte HTA=0 .674 .522 .869
Para la cohorte HTA=1 1.429 1.150 1.777
N de casos vélidos 304




Tabla de contingencia

DM
0 1 Total
caso CASO Recuento 77 52 129
% de caso 59.7% 40.3% 100.0%
% del total 25.2% 17.0% 42.3%
CONTROL Recuento 146 30 176
% de caso 83.0% 17.0% 100.0%
% del total 47.9% 9.8% 57.7%
Total Recuento 223 82 305
% de caso 73.1% 26.9% 100.0%
% del total 73.1% 26.9% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 20.496° 1 .000
Correccion gor
continuidad 19.330 1 000
Razoén de v erosimilitudes 20.408 1 .000
Estadistico exacto de
Fisher .000 .000
Asociacion lineal por
lineal 20.429 1 .000
N de casos validos 305

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 34.68.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las ventagjas
para caso (CASO / .304 .180 .516
CONTROL)
Para la cohorte DM =0 .720 .615 .842
Para la cohorte DM =1 2.365 1.605 3.485
N de casos validos 305
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Tabla de contingencia

TABAQUISMO

1 2 Total
caso CASO Recuento 42 85 127
% de caso 33.1% 66.9% 100.0%
% del total 13.9% 28.1% 41.9%
CONTROL Recuento 43 133 176
% de caso 24.4% 75.6% 100.0%
% del total 14.2% 43.9% 58.1%
Total Recuento 85 218 303
% de caso 28.1% 71.9% 100.0%
% del total 28.1% 71.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2.728P 1 .099
Correccion gor
continuidad 2.317 1 128
Razoén de v erosimilitudes 2.709 1 .100
Estadistico exacto de
Fisher .120 .064
Asociacion lineal por
lineal 2.719 1 .099
N de casos validos 303

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 35.63.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razobn de las
ventajas para caso 1.528 .922 2.532
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
TABAQUISMO = 1 1.354 .946 1.938
Para la cohorte
TABAQUISMO = 2 .886 .764 1.027
N de casos validos 303
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2.-Frecuencias alélicas y genotipicas (R):

2.1.-Variante MTHFR (C677T)

Number of samples typed: 302 (99%)

Allele Frequency: (2 alleles)

Count Proportion

C 376 0.62

T 228 0.38

NA 6 NA

Genotype Frequency:

Count Proportion

C/C 113 0.37

C/T 150 0.50

T/T 39 0.13

NA 3 NA

Heterozygosity (Hu) = 0.4707588

Poly. Inf. Content = 0.3595391

2.2.-Variante PON1 (Met55Leu)

Number of samples typed: 297 (97.4%)

Allele Frequency: (2 alleles)
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Count Proportion

L 372 0.63

M 222 0.37

NA 16 NA

Genotype Frequency:

Count Proportion

L/L 109 0.37

L/M 154 0.52

M/M 34 0.11

NA 8 NA

Heterozygosity (Hu) = 0.4689049

Poly. Inf. Content = 0.3585494

2.3.-Variante PON1 (GIn192ArqQ)

Number of samples typed: 303 (99.3%)

Allele Frequency: (2 alleles)

Count Proportion

Q 428 0.71

R 178 0.29

NA 4 NA
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Genotype Frequency:

Count Proportion

QIQ 147  0.49

Q/R 134 0.44

R/IR 22 0.07

NA 2 NA

Heterozygosity (Hu) = 0.4155906

Poly. Inf. Content =0.3288318

2.4.-Variante PON2 (Cys311Ser)

Number of samples typed: 302 (99%)

Allele Frequency: (2 alleles)

Count Proportion

S 461 0.76

C 143 0.24

NA 6 NA

Genotype Frequency:

Count Proportion

SIS 184 0.61

S/IC 93 0.31
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C/IC 25 0.08

NA 3 NA

Heterozygosity (Hu) = 0.3620034

Poly. Inf. Content = 0.2960976

2.5.-Variante AT1R (A1166C)

Number of samples typed: 303 (99.3%)

Allele Frequency: (2 alleles)

Count Proportion

A 434 0.72

C 172 0.28

NA 4 NA

Genotype Frequency:

Count Proportion

A/A 151 0.50

A/IC 132 0.44

C/IC 20 0.07

NA 2 NA

Heterozygosity (Hu) =0.4072116

Poly. Inf. Content =0.3239024
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3.- Equilibrio Hardy-Wienberg (total de la poblacién analizada, casos y

controles (R)

3.1.- Variante MTHFR (C677T)

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000 replicates)

X-squared = 0.9754, df = NA, p-value = 0.3293

3.2.- Variante PON1 (Met55Leu)

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000 replicates)

X-squared = 3.4432, df = NA, p-value = 0.07989

3.3.- Variante PONL1 (GIn192ArqQ)

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000 replicates)

X-squared = 1.3156, df = NA, p-value = 0.2727

3.4.- Variante PON2 (Cys311Ser)

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 1000 replicates)

X-squared = 6.6074, df = NA, p-value = 0.01499**

Para no diferir de lo esperado en Hardy-Weinberg (HWE) la poblacion
debe ser grande, estable y  preferiblemente de tamafio infinito. En
consecuencia en pequefias poblaciones, los resultados del reclutamiento
pueden producir errores de muestreo y consecuentemente alteraciones al azar
en la frecuencia de los genotipos que modifican las frecuencias esperadas en
HWE aun cuando la trasmision independiente de alelos se cumpla en la
poblacién del estudio. Alternativamente, estas desviaciones pueden originarse
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como consecuencia de la inclusion de sujetos de diferentes grupos étnicos,
podrian indicar errores sistematicos de genotipificacion (si bien en este caso lo
mas probable es detectar un exceso de heterocigotos) o bien pueden derivarse

de la inclusion de sujetos control “hipernormales”.

3.5.- Variante AT1R (A1166C)

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000 replicates)

X-squared = 1.5529, df = NA, p-value = 0.2575

4.- Tablas de contingenciay riesgo en analisis univariante

4.1.- Variante C667T: Genotipos

Tabla de contingencia

ce77T
CC CT 1T Total

caso CASO Recuento 45 64 19 128
% de caso 35.2% 50.0% 14.8% 100.0%

% del total 14.9% 21.2% 6.3% 42.4%

CONTROL Recuento 68 86 20 174

% de caso 39.1% 49.4% 11.5% 100.0%

% del total 22.5% 28.5% 6.6% 57.6%

Total Recuento 113 150 39 302
% de caso 37.4% 49.7% 12.9% 100.0%

% del total 37.4% 49.7% 12.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .9492 2 .622
Razon de v erosimilitudes .944 2 .624
ﬁr':‘g;:“amon lineal por 877 1 349
N de casos validos 302

a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 16.53.
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4.2.- Portador del alelo C677

Tabla de contingencia

AleloC677
Alelo C TT Total
caso CASO Recuento 109 19 128
% de caso 85.2% 14.8% 100.0%
% del total 36.1% 6.3% 42.4%
CONTROL Recuento 154 20 174
% de caso 88.5% 11.5% 100.0%
% del total 51.0% 6.6% 57.6%
Total Recuento 263 39 302
% de caso 87.1% 12.9% 100.0%
% del total 87.1% 12.9% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .736° 1 .391
Correccion gor
continuidad 468 1 494
Razoén de v erosimilitudes .729 1 .393
Estadistico exacto de
Fisher .392 .246
Asociacion lineal por
lineal .733 1 .392
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 16.53.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las
ventajas para caso .745 .380 1.462
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloC677 = Alelo C 962 879 1.053
Para la cohorte
AleloC677 =TT 1.291 .719 2.318
N de casos validos 302
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4.3.- Portador del alelo T677

Tabla de contingencia

AleloT677
CC Alelo T Total

caso CASO Recuento 45 83 128
% de caso 35.2% 64.8% 100.0%

% del total 14.9% 27.5% 42.4%

CONTROL Recuento 68 106 174

% de caso 39.1% 60.9% 100.0%

% del total 22.5% 35.1% 57.6%

Total Recuento 113 189 302
% de caso 37.4% 62.6% 100.0%

% del total 37.4% 62.6% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .485P 1 .486
Correccion gor
continuidad 332 1 -965
Razon de v erosimilitudes .486 1 .486
Estadistico exacto de
Fisher .548 .283
Asociacion lineal por
lineal .483 1 487
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 47.89.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razobn de las
ventajas para caso .845 .526 1.357
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AeloT677 = CC .900 .667 1.214
Para la cohorte
AleloT677 = Alelo T 1.064 -894 1.267
N de casos validos 302
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5.-Variante C677T por sexos

5.1.- Genotipos C677T en hombres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el analisis no

resultod en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia

ce77T
CC CT 1T Total

caso CASO Recuento 34 48 16 98
% de caso 34.7% 49.0% 16.3% 100.0%

% del total 14.7% 20.7% 6.9% 42.2%

CONTROL Recuento 54 62 18 134

% de caso 40.3% 46.3% 13.4% 100.0%

% del total 23.3% 26.7% 7.8% 57.8%

Total Recuento 88 110 34 232
% de caso 37.9% 47.4% 14.7% 100.0%

% del total 37.9% 47.4% 14.7% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .8802 2 .644
Razén de v erosimilitudes .881 2 .644
ﬁsggauon lineal por 863 1 353
N de casos validos 232

a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 14.36.

5.2.- Genotipos C677T en mujeres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el andlisis no

resulto en diferencias estadisticamente significativas:
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Tabla de contingencia

C677T
CC CT 1T Total

caso CASO Recuento 11 16 3 30
% de caso 36.7% 53.3% 10.0% 100.0%

% del total 15.7% 22.9% 4.3% 42.9%

CONTROL Recuento 14 24 2 40

% de caso 35.0% 60.0% 5.0% 100.0%

% del total 20.0% 34.3% 2.9% 57.1%

Total Recuento 25 40 5 70
% de caso 35.7% 57.1% 7.1% 100.0%

% del total 35.7% 57.1% 7.1% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7478 2 .688
Razon de v erosimilitudes .740 2 .691
ﬁ:;;:lmuon lineal por 054 1 816
N de casos validos 70

a. 2 casillas (33.3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2.14.

5.3.-Variante C677T: Relacidn con variables cuantitativas en el total de la

poblacién analizada, en casos y en controles

Se realiz6 un contraste de medias mediante el test ANOVA de un factor
de acuerdo a los genotipos C677T con respecto a las siguientes variables
continuas (aparecen subrayadas aquellas disponibles solo en casos): Edad,

PAS, PAD, Hemoglobina glicada, Urea, Urato, Na2+, K+, Proteinas totales, CK,

Calcio, Mg2+, Homocisteina, Foélico, Vitamina B12, Proteina C reactiva,

Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL, Apolipoproteina A1,

Apolipoproteina B, Creatinina, Microalbuminuria (mg/ml), T4L, TSH, Leucocitos,

Hemoglobina, Plaquetas, Velocidad de Sedimentacién Globular y Fibrindgeno.
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Observamos diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a los
genotipos C677T con respecto a la concentracibn de Homocisteina (p
<0.0001), Creatinina (p = .023) y Hb Glicada (s6lo en casos) (p = 0.037). Se
observé una gradacion por genotipos para esta diferencia para los valores
medios de homocisteina (también para los valores medios de vitamina B12 y
acido félico pero en ambos casos sin alcanzar significacion estadistica) y para
creatinina. Por el contrario la diferencia observada en casos respecto a Hb
Glicada es no resultd en gradacion por genotipos siendo probablemente

espuria.

Gréaficamente:

Los intervalos muestran lamediade +/- 1.0 DT

2.0 Las barras muestran Medias

20.0

Homocisteina

10.0-

0.0

Ce77T

1:CC; 2.CT; 3:TT
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Los intervalos muestran la media de +/- 1.0 D’
Las barras muestran Medias
1.00=
©
A=
c
=
]
S
@)
0.50 =
0.00
1.00 2.00 3.00
Ce77T

1:CC; 2.CT; 3:TT
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Bonf erroni

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al

95%

Dif erencia de Limite

Variable dependiente () C677T (J) C677T | medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inf erior superior
Hb GLICADA CcC CT .5237 .3086 .278 -.228 1.275
T -.4391 4172 .885 -1.455 577
CT CcC -.5237 .3086 .278 -1.275 .228
T -.9627 .3970 .051 -1.929 .004
T CcC 4391 4172 .885 -.577 1.455
CT .9627 .3970 .051 -.004 1.929
Creatinina CcC CT -.01494 .03435 1.000 -.0976 .0678
T -.13719* .05106 .023 -.2601 -.0142
CT CcC .01494 .03435 1.000 -.0678 .0976
T -.12225* .04931 .041 -.2410 -.0035
T CcC 13719 .05106 .023 .0142 .2601
CT .12225* .04931 .041 .0035 .2410
Folico CcC CT -.1520 5277 1.000 -1.426 1.122
T -.1700 .7943 1.000 -2.088 1.748
CT CcC .1520 5277 1.000 -1.122 1.426
T -.0180 7727 1.000 -1.884 1.848
T CcC .1700 .7943 1.000 -1.748 2.088
CT .0180 7727 1.000 -1.848 1.884
B12 CcC CT -32.7425 48.8722 1.000 -150.765 85.280
T 7.8160 74.6998 1.000 -172.578 188.210
CT CcC 32.7425 48.8722 1.000 -85.280 150.765
T 40.5585 72.7332 1.000 -135.086 216.203
T CcC -7.8160 74.6998 1.000 -188.210 172.578
CT -40.5585 72.7332 1.000 -216.203 135.086
Homocisteina CcC CT -.6295 .9083 1.000 -2.817 1.558
T -7.9497* 1.3350 .000 -11.165 -4.734
CT CcC .6295 .9083 1.000 -1.558 2.817
T -7.3202* 1.2878 .000 -10.422 -4.218
T CcC 7.9497* 1.3350 .000 4.734 11.165
CT 7.3202* 1.2878 .000 4.218 10.422

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

La diferencia en la concentraciéon media de homocisteina se mantiene en

casos (p = 0.006) y controles (p <0.0001)

5.4.-Variante C677T: Relacion con variables categéricas (consumo de

tabaco, hipertension arterial y diabetes)

La evaluacion de la distribucion de genotipos C677T en funcion de las

variables categéricas mostré diferencias significativas en el global de la
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poblacién analizada que se pierden por subgrupos no encontrandose cuando el

analisis se efectlia en casos o en controles.

Tabla de contingencia

Cce77T
CC CT 1T Total

DM 0 Recuento 75 120 25 220
% de DM 34.1% 54.5% 11.4% 100.0%

% del total 24.8% 39.7% 8.3% 72.8%

1 Recuento 38 30 14 82

% de DM 46.3% 36.6% 17.1% 100.0%

% del total 12.6% 9.9% 4.6% 27.2%

Total Recuento 113 150 39 302
% de DM 37.4% 49.7% 12.9% 100.0%

% del total 37.4% 49.7% 12.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7.7832 .020
Razon de v erosimilitudes 7.849 .020
Asociacion lineal por
lineal 575 .448
N de casos validos 302

a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 10.59.
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Diabetes y AleloC677

Tabla de contingencia

AleloC677
Alelo C T Total
DM 0 Recuento 195 25 220
% de DM 88.6% 11.4% 100.0%
% del total 64.6% 8.3% 72.8%
1 Recuento 68 14 82
% de DM 82.9% 17.1% 100.0%
% del total 22.5% 4.6% 27.2%
Total Recuento 263 39 302
% de DM 87.1% 12.9% 100.0%
% del total 87.1% 12.9% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.732b 1 .188
Correccion por
continuidad ? 1.261 1 261
Razoén de verosimilitudes 1.649 1 .199
Estadistico exacto de
Fisher 246 132
Asociacion lineal por
lineal 1.726 1 .189
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 10.59.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las v entajas
para DM (0 / 1) 1.606 .789 3.267
Para la cohorte
AleloC677 = Alelo C 1.069 958 1.192
Para la cohorte
AleloC677 =TT .666 .364 1.217
N de casos validos 302
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Diabetes y AleloT677

Tabla de contingencia

AleloT677
CcC Alelo T Total
DM 0 Recuento 75 145 220
% de DM 34.1% 65.9% 100.0%
% del total 24.8% 48.0% 72.8%
1 Recuento 38 44 82
% de DM 46.3% 53.7% 100.0%
% del total 12.6% 14.6% 27.2%
Total Recuento 113 189 302
% de DM 37.4% 62.6% 100.0%
% del total 37.4% 62.6% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3.828P 1 .050
Correccion gor
continuidad 3.323 1 068
Razoén de v erosimilitudes 3.771 1 .052
Estadistico exacto de
Fisher .061 .035
Asociacion lineal por
lineal 3.816 1 .051
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 30.68.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las v entajas
para DM (0 / 1) .599 .358 1.003
Para la cohorte
AleloT677 = CC 736 547 990
Para la cohorte
AleloT677 = Alelo T 1.228 983 1.534
N de casos validos 302
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Tabaquismo y genotipos C677T

Tabla de contingencia

C677T
CC CT 1T Total
TABAQUISMO 1 Recuento 29 36 17 82
% de TABAQUISMO 35.4% 43.9% 20.7% 100.0%
% del total 9.7% 12.0% 57% 27.3%
Recuento 84 113 21 218
% de TABAQUISMO 38.5% 51.8% 9.6% 100.0%
% del total 28.0% 37.7% 7.0% 72.7%
Total Recuento 113 149 38 300
% de TABAQUISMO 37.7% 49.7% 12.7% 100.0%
% del total 37.7% 49.7% 12.7% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintdtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6.7082 .035
Razon de v erosimilitudes 6.188 .045
ﬁ\r?g;amon lineal por 2741 098
N de casos validos 300
a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 10.39.
Tabaquismo y aleloC677
Tabla de contingencia
AleloC677
Alelo C TT Total
TABAQUISMO 1 Recuento 65 17 82
% de TABAQUISMO 79.3% 20.7% 100.0%
% del total 21.7% 57% 27.3%
Recuento 197 21 218
% de TABAQUISMO 90.4% 9.6% 100.0%
% del total 65.7% 7.0% 72.7%
Total Recuento 262 38 300
% de TABAQUISMO 87.3% 12.7% 100.0%
% del total 87.3% 12.7% 100.0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6.635° 1 .010
Correccion gor
continuidad 5.670 1 017
Razbn de v erosimilitudes 6.110 1 .013
Estadistico exacto de
Fisher .018 .011
Asociacion lineal por
lineal 6.613 1 .010
N de casos validos 300

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 10.39.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las v entajas
para TABAQUISMO (1/ 2) -408 -203 819
Para la cohorte AleloC677
_ Alelo C .877 779 .988
E’ara la cohorte AleloC677 2 152 1197 3.870
=TT
N de casos validos 300
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Tabaquismo y AleloT677

Tabla de contingencia

AleloT677
CcC Alelo T Total
TABAQUISMO 1 Recuento 29 53 82
% de TABAQUISMO 35.4% 64.6% 100.0%
% del total 9.7% 17.7% 27.3%
2 Recuento 84 134 218
% de TABAQUISMO 38.5% 61.5% 100.0%
% del total 28.0% 44. 7% 72.7%
Total Recuento 113 187 300
% de TABAQUISMO 37.7% 62.3% 100.0%
% del total 37.7% 62.3% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .254b 1 .614
Correccion por
continuidad 137 1 1L
Razon de v erosimilitudes .256 1 .613
Estadistico exacto de
Fisher .689 .357
Asociacion lineal por
lineal .254 1 .615
N de casos validos 300

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 30.89.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las v entajas
para TABAQUISMO (1/ 2) 873 515 1.481
fara la cohorte AleloT677 918 655 1,986
=CC
Para la cohorte AleloT677
— Alelo T 1.052 .868 1.273
N de casos validos 300
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6.- Tablas de contingenciay riesgo en analisis univariante

6.1.-Variante PON1 (Met55Leu)

Tabla de contingencia

Met55Leu
MM LM LL Total

caso CASO Recuento 13 64 50 127
% de caso 10.2% 50.4% 39.4% 100.0%

% del total 4.4% 21.5% 16.8% 42.8%

CONTROL Recuento 21 90 59 170

% de caso 12.4% 52.9% 34.7% 100.0%

% del total 7.1% 30.3% 19.9% 57.2%

Total Recuento 34 154 109 297
% de caso 11.4% 51.9% 36.7% 100.0%

% del total 11.4% 51.9% 36.7% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .806% 2 .668
Razon de v erosimilitudes .807 2 .668
Asociacion lineal por
lineal .798 1 .372
N de casos validos 297

a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 14.54.
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6.2.- Alelo Met55 y riesgo

Tabla de contingencia

AleloM55
Alelo M LL Total
caso CASO Recuento 77 50 127
% de caso 60.6% 39.4% 100.0%
% del total 25.9% 16.8% 42.8%
CONTROL Recuento 111 59 170
% de caso 65.3% 34.7% 100.0%
% del total 37.4% 19.9% 57.2%
Total Recuento 188 109 297
% de caso 63.3% 36.7% 100.0%
% del total 63.3% 36.7% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .681° 1 .409
Correccion gor
continuidad 493 1 482
Razoén de v erosimilitudes .679 1 410
Estadistico exacto de
Fisher .466 .241
Asociacion lineal por
lineal .678 1 1410
N de casos validos 297

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 46.61.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las
ventajas para caso .819 .509 1.317
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloM55 = Alelo M .929 77 1.109
Para la cohorte
AleloM55 = LL 1.134 .842 1.529
N de casos validos 297
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6.3.-Alelo Leu55 y riesgo

Tabla de contingencia

AleloL55
MM Alelo L Total

caso CASO Recuento 13 114 127
% de caso 10.2% 89.8% 100.0%

% del total 4.4% 38.4% 42.8%

CONTROL Recuento 21 149 170

% de caso 12.4% 87.6% 100.0%

% del total 7.1% 50.2% 57.2%

Total Recuento 34 263 297
% de caso 11.4% 88.6% 100.0%

% del total 11.4% 88.6% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .321P 1 571
Correccion gor
continuidad 146 1 702
Razon de v erosimilitudes .324 1 .569
Estadistico exacto de
Fisher 713 .353
Asociacion lineal por
lineal .320 1 571
N de casos validos 297

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 14.54.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razén de las
ventajas para caso .809 .389 1.685
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloL55 = MM .829 432 1.591
Para la cohorte
AleloL55 = Alelo L 1.024 .944 1.111
N de casos validos 297
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6.4.- Variante Met55Leu por sexos

6.5- Genotipos PON1 Met55Leu en hombres

No afiadimos el valor del riesgo por alelos, ya que el analisis no resulté

en diferencias estadisticamente significativas.

Tabla de contingencia

Met55Leu
MM LM LL Total

caso CASO Recuento 10 51 36 97
% de caso 10.3% 52.6% 37.1% 100.0%

% del total 4.4% 22.4% 15.8% 42.5%

CONTROL Recuento 15 74 42 131

% de caso 11.5% 56.5% 32.1% 100.0%

% del total 6.6% 32.5% 18.4% 57.5%

Total Recuento 25 125 78 228
% de caso 11.0% 54.8% 34.2% 100.0%

% del total 11.0% 54.8% 34.2% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .6382 2 727
Razén de v erosimilitudes .636 2 .728
ﬁsggacmn lineal por 535 1 464
N de casos validos 228

a. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 10.64.
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6.6.- Genotipos Met55Leu en mujeres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el analisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia

Met55Leu
MM LM LL Total

caso CASO Recuento 3 13 14 30
% de caso 10.0% 43.3% 46.7% 100.0%

% del total 4.3% 18.8% 20.3% 43.5%

CONTROL Recuento 6 16 17 39

% de caso 15.4% 41.0% 43.6% 100.0%

% del total 8.7% 23.2% 24.6% 56.5%

Total Recuento 9 29 31 69
% de caso 13.0% 42.0% 44.9% 100.0%

% del total 13.0% 42.0% 44.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4342 2 .805
Razén de v erosimilitudes 444 2 .801
ﬁs:;amon lineal por 250 1 617
N de casos validos 69

a. 1 casillas (16.7%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 3.91.
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6.7.- Variante Met55Leu: Relacién con variables cuantitativas en el total de

la poblacion analizada, en casos y en controles

Se realiz6 un contraste de medias mediante el test ANOVA de un factor
de acuerdo a los genotipos PON 1 (Met55Leu) con respecto a las siguientes
variables continuas (aparecen subrayadas aquellas disponibles solo en casos):

Edad, PAS, PAD, Hemoglobina glicada, Urea, Urato, Na2+, K+, Proteinas

totales, CK, Calcio, Mg2+, Homocisteina, Foélico, Vitamina B12, Proteina C

reactiva, Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL, Apolipoproteina Al,

Apolipoproteina B, Creatinina, Microalbuminuria (mg/ml), T4L, TSH, Leucocitos,

Hemoglobina, Plaquetas, Velocidad de Sedimentacion Globular y Fibrindgeno.

No observamos diferencias significativas de acuerdo a los genotipos analizados
en el total de la poblacién analizada. No se observaron diferencias significativas
en funcion de los genotipos tras categorizar por sexos. Se observaron
diferencias significativas en la poblacion de casos de acuerdo a valores medio
de PAD (p = 0.03) y a la concentracion media de fibrindbgeno (p = 0.005)

observandose, respecto a esta Ultima, una gradacién por genotipos.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
TAD INGRESO Inter-grupos 1455.610 2 727.805 3.643 .030
Intra-grupos 17179.941 86 199.767
Total 18635.551 88
Fibrinégeno Inter-grupos 39212.347 2 19606.174 5.671 .005
Intra-grupos | 290414.744 84 3457.318
Total 329627.091 86
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Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Bonf erroni
Interv alo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
Variable dependiente (1) Met55Leu  (J) Met55Leu | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
TAD INGRESO MM LM -12.900* 4,787 .025 -24.59 -1.21
LL -10.702 4.869 .092 -22.59 1.19
LM MM 12.900* 4,787 .025 1.21 24.59
LL 2.198 3.210 1.000 -5.64 10.04
LL MM 10.702 4.869 .092 -1.19 22.59
LM -2.198 3.210 1.000 -10.04 5.64
Fibrin6geno MM LM -60.40577* | 22.68219 .028 -115.8154 -4.9962
LL -77.02625* | 22.92610 .004 -133.0317 -21.0208
LM MM 60.40577* | 22.68219 .028 4,9962 | 115.8154
LL -16.62048 13.25738 .640 -49.0065 15.7655
LL MM 77.02625% | 22.92610 .004 21.0208 | 133.0317
LM 16.62048 13.25738 .640 -15.7655 49.0065
*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
Graficamente
S00.00 < Los intervalos muestran la media de +/-1.0 DT
Las barras muestran Medias
400 00 =
o
S s00.00 4
o™
B
=
|
£ 200004
[
100.00 =

1.00 .00 .00

MetbhbLeu

1:MM; 2:LM; 3:LL
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6.8.- Variante Metb5Leu: Relacion con variables categodricas (consumo de

tabaco, hipertension y diabetes)

La evaluacion de la distribucion de genotipos PON1 (Met55Leu) en
funcién de las variables categéricas no mostrg diferencias significativas en el
global de la poblacién analizada ni en el andlisis por subgrupos de casos o

controles.

7.- Tablas de contingenciay riesgo en analisis univariante

7.1.- Variante PON1 (GIn192ArqQ)

Tabla de contingencia

RPON192
Q0 OR RR Total

caso CASO Recuento 63 62 4 129
% de caso 48.8% 48.1% 3.1% 100.0%

% del total 20.8% 20.5% 1.3% 42.6%

CONTROL Recuento 84 72 18 174

% de caso 48.3% 41.4% 10.3% 100.0%

% del total 27.7% 23.8% 5.9% 57.4%

Total Recuento 147 134 22 303
% de caso 48.5% 44.2% 7.3% 100.0%

% del total 48.5% 44.2% 7.3% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6.1072 2 .047
Razon de v erosimilitudes 6.686 2 .035
ﬁsgac“auon lineal por 1161 1 081
N de casos validos 303

a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 9.37.
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7.2.- Alelo GIn192 (alelo Q) y riesgo

Tabla de contingencia

AleloQ
Alelo Q RR Total

caso CASO Recuento 125 4 129
% de caso 96.9% 3.1% 100.0%

% del total 41.3% 1.3% 42.6%

CONTROL Recuento 156 18 174

% de caso 89.7% 10.3% 100.0%

% del total 51.5% 5.9% 57.4%

Total Recuento 281 22 303
% de caso 92.7% 7.3% 100.0%

% del total 92.7% 7.3% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 5.773P 1 .016
Correccion gor
continuidad 4.747 1 029
Razoén de v erosimilitudes 6.355 1 .012
Estadistico exacto de
Fisher .023 .012
Asociacion lineal por
lineal 5.754 1 .016
N de casos validos 303

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 9.37.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razén de las
ventajas para caso 3.606 1.190 10.927
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloQ = Alelo Q 1.081 1.019 1.147
Para la cohorte
AleloQ = RR .300 .104 .864
N de casos validos 303
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7.3.- Alelo Arg192 (alelo R) y riesgo

Tabla de contingencia

AleloR
Q0 Alelo R Total

caso CASO Recuento 63 66 129
% de caso 48.8% 51.2% 100.0%

% del total 20.8% 21.8% 42.6%

CONTROL Recuento 84 90 174

% de caso 48.3% 51.7% 100.0%

% del total 27.7% 29.7% 57.4%

Total Recuento 147 156 303
% de caso 48.5% 51.5% 100.0%

% del total 48.5% 51.5% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .009P 1 .923
Correccion gor
continuidad -000 1 1.000
Razoén de v erosimilitudes .009 1 .923
Estadistico exacto de
Fisher 1.000 .508
Asociacion lineal por
lineal .009 1 .923
N de casos validos 303

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 62.58.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las
ventajas para caso 1.023 .648 1.613
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloR = QQ 1.012 .800 1.279
Para la cohorte
AleloR = Alelo R .989 .793 1.234
N de casos validos 303

101



7.4.- Variante PON1 (GIn192Arg) por sexos

7.5.- Genotipos GIn192Arg en hombres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el analisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia

RPON192
Q0 OR RR Total

caso CASO Recuento 51 45 2 98
% de caso 52.0% 45.9% 2.0% 100.0%

% del total 22.0% 19.4% .9% 42.2%

CONTROL Recuento 67 55 12 134

% de caso 50.0% 41.0% 9.0% 100.0%

% del total 28.9% 23.7% 5.2% 57.8%

Total Recuento 118 100 14 232
% de caso 50.9% 43.1% 6.0% 100.0%

% del total 50.9% 43.1% 6.0% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4,8432 2 .089
Razon de v erosimilitudes 5.494 2 .064
ﬁr':‘é)ac“auon lineal por 1998 1 268
N de casos validos 232

a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 5.91.
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7.6.- Genotipos GIn192Arg en mujeres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el andlisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia

RPON192
Q0 OR RR Total

caso CASO Recuento 12 17 2 31
% de caso 38.7% 54.8% 6.5% 100.0%

% del total 16.9% 23.9% 2.8% 43.7%

CONTROL Recuento 17 17 6 40

% de caso 42.5% 42.5% 15.0% 100.0%

% del total 23.9% 23.9% 8.5% 56.3%

Total Recuento 29 34 8 71
% de caso 40.8% 47.9% 11.3% 100.0%

% del total 40.8% 47.9% 11.3% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.7492 2 417
Razén de v erosimilitudes 1.815 2 .403
ﬁsg;amon lineal por 090 1 764
N de casos validos 71

a. 2 casillas (33.3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 3.49.

7.7.- Variante GIn192Arg: Relacion con variables cuantitativas en el total

de la poblacion analizada, en casos y en controles.

Se realiz6 un contraste de medias mediante el test ANOVA de un factor
de acuerdo a los genotipos PON1 (GIn192Arg) con respecto a las siguientes
variables continuas (aparecen subrayadas aquellas disponibles solo en casos):

Edad, PAS, PAD, Hemoglobina glicada, Urea, Urato, Na2+, K+, Proteinas

totales, CK, Calcio, Mg2+, Homocisteina, Folico, Vitamina B12, Proteina C
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reactiva, Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL, Apolipoproteina Al,

Apolipoproteina B, Creatinina, Microalbuminuria (mg/ml), T4L, TSH, Leucocitos,

Hemoglobina, Plaquetas, Velocidad de Sedimentacion Globular y Fibrindgeno.

No observamos diferencias significativas de acuerdo a los genotipos analizados
en el total de la poblacién analizada. No se observaron diferencias significativas

en funcion de los genotipos tras categorizar por sexos.

7.8.- Variante GIn192Arg: Relacion con variables categoricas (consumo de

tabaco, hipertension y diabetes).

La evaluacién de la distribucion de genotipos PON1 (GIn192Arg) en
funcién de las variables categoricas no mostré diferencias significativas en el
global de la poblacion analizada ni en el analisis por subgrupos de casos o

controles.

7.9.- Haplotipos Paraoxonasa 1: Inferenciay Contraste (R)

Estimamos el valor D’, es decir el valor del desequilibrio de ligamiento
entre las variantes PON1GIn192Arg y PON1 Met55Leu analizadas usando el
programa “genetics” implementado en R (D= 0.79 en el total de la poblacion

analizada, D'= 0.8 en controles y D"= 0.75 en controles)

De igual forma se implementé en R el programa haplo.stat a fin de
evaluar la frecuencia poblacional de haplotipos e inferir su estima en dobles
homocigoticos. El resultado en el total de la poblacibn se muestra a

continuacion:
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Haplotipos: frecuencia en la poblacién general, en casos y en controles
Counts per Grouping Variable Value
Grupos
12
128 172

Haplotype Frequencies By Group

PON1(55) PON1(192) Total Casos Cotroles

1 L
2 L
3 M
4 M

Q 0.35229 0.39470 0.32140
R 0.26937 0.24592 0.28615
Q 0.35604 0.33577 0.37046
R

0.02229 0.02361 0.02199
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Contraste de haplotipos inferidos entre casos y controles
Global Score Statistics

global-stat = 3.3167, df = 3, p-val = 0.34533

Counts for Cases and Controls

control case

172 128

Haplotype Scores, p-values, Hap-Frequencies (hf), and Odds Ratios
(95% ClI)

pon55 ponl192 Hap-Score p-val pool.hf control.hf case.hf gim.eff OR.lower OR
OR.upper

2 L R -1.039150.298733 0.269376 0.286154 0.24592  Eff 0.60555 0.94229
1.4663

3 M Q -0.80036 0.423503 0.356042 0.370456 0.33577 Base NA 1.00000
NA

4 M R -0.31484 0.752880 0.022291 0.021986 0.02361 Eff 0.26203 1.17534
5.2719

1 L Q 1.791800.073165 0.352291 0.321405 0.39470 Eff 0.90293 1.36077
2.0507

Contraste de haplotipos inferidos entre casos y controles: modelo aditivo
Haplotype Effect Model: additive

Global Score Statistics

global-stat = 3.3167, df = 3, p-val = 0.34532

Haplotype-specific Scores

pon55 pon192 Hap-Freq Hap-Score  p-val
[1,] L R 0.26938 -1.03916 0.29873
2] M Q 0.35604 -0.80036 0.4235
3] M R 0.02229 -0.31484 0.75288
[4.] L Q 0.35229 1.7918 0.07316
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8.1.- Variante PON2 (Cys311Ser)

Tabla de contingencia

8.- Tablas de contingenciay riesgo en analisis univariante

Cys311Ser
CccC SC SS Total

caso CASO Recuento 17 34 77 128
% de caso 13.3% 26.6% 60.2% 100.0%

% del total 5.6% 11.3% 25.5% 42.4%

CONTROL Recuento 8 59 107 174

% de caso 4.6% 33.9% 61.5% 100.0%

% del total 2.6% 19.5% 35.4% 57.6%

Total Recuento 25 93 184 302
% de caso 8.3% 30.8% 60.9% 100.0%

% del total 8.3% 30.8% 60.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8.0312 .018
Razon de v erosimilitudes 7.997 .018
ﬁsgac“acmn lineal por 1.779 182
N de casos validos 302

a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 10.60.
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8.2.- Alelo Cys311 yriesgo

Tabla de contingencia

AleloC311
Alelo C311 SS Total

caso CASO Recuento 51 77 128
% de caso 39.8% 60.2% 100.0%

% del total 16.9% 25.5% 42.4%

CONTROL Recuento 67 107 174

% de caso 38.5% 61.5% 100.0%

% del total 22.2% 35.4% 57.6%

Total Recuento 118 184 302
% de caso 39.1% 60.9% 100.0%

% del total 39.1% 60.9% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .055P 1 .814
Correccion gor
continuidad 013 1 -908
Razoén de v erosimilitudes .055 1 .814
Estadistico exacto de
Fisher .813 .453
Asociacion lineal por
lineal .055 1 .814
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 50.01.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las ventajas
para caso (CASO/ 1.058 .663 1.688
CONTROL)
Para la cohorte
AleloC311 = Alelo C311 1.035 179 1.374
Para la cohorte
AleloC311 = SS .978 .814 1.175
N de casos validos 302
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8.3.- Alelo Ser311 yriesgo

Tabla de contingencia

AleloSer311
CcC Alelo Ser311 Total
caso CASO Recuento 17 111 128
% de caso 13.3% 86.7% 100.0%
% del total 5.6% 36.8% 42.4%
CONTROL Recuento 8 166 174
% de caso 4.6% 95.4% 100.0%
% del total 2.6% 55.0% 57.6%
Total Recuento 25 277 302
% de caso 8.3% 91.7% 100.0%
% del total 8.3% 91.7% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor o] (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7.324P 1 .007
Correccion gor
continuidad 6.225 1 013
Razoén de v erosimilitudes 7.273 1 .007
Estadistico exacto de
Fisher .010 .006
Asociacion lineal por
lineal 7.300 1 .007
N de casos validos 302

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 10.60.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las
ventajas para caso 3.178 1.326 7.616
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloSer3ll = CC 2.889 1.287 6.485
Para la cohorte
AleloSer311 = Alelo .909 .843 .980
Ser311
N de casos validos 302
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8.5.- Genotipos Cys311 en hombres

8.4.- Variante PON2 (Cys311Ser) por sexos

Tabla de contingencia

Cys311Ser
CC SC SS Total
caso CASO Recuento 15 30 52 97
% de caso 15.5% 30.9% 53.6% 100.0%
% del total 6.5% 13.0% 22.5% 42.0%
CONTROL Recuento 7 46 81 134
% de caso 5.2% 34.3% 60.4% 100.0%
% del total 3.0% 19.9% 35.1% 58.0%
Total Recuento 22 76 133 231
% de caso 9.5% 32.9% 57.6% 100.0%
% del total 9.5% 32.9% 57.6% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6.850% 2 .033
Razén de v erosimilitudes 6.793 2 .033
ﬁs:;amon lineal por 3714 1 054
N de casos validos 231
a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 9.24.
Tabla de contingencia
AleloC311
Alelo C311 SS Total
caso CASO Recuento 45 52 97
% de caso 46.4% 53.6% 100.0%
% del total 19.5% 22.5% 42.0%
CONTROL Recuento 53 81 134
% de caso 39.6% 60.4% 100.0%
% del total 22.9% 35.1% 58.0%
Total Recuento 98 133 231
% de caso 42.4% 57.6% 100.0%
% del total 42.4% 57.6% 100.0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.078P 1 .299
Correccion por
continuidad -816 1 -366
Razoén de v erosimilitudes 1.076 1 .300
E§tad|st|co exacto de 346 183
Fisher
Asociacion lineal por
lineal 1.073 1 .300
N de casos vélidos 231

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 41.15.
Estimacion de riesgo
Interv alo de confianza
al 95%
Valor Inf erior Superior
Razbn de las ventajas
para caso (CASO/ 1.323 .780 2.243
CONTROL)
Para la cohorte
AleloC311 = Alelo C311 1173 870 1.582
Para la cohorte
AleloC311 = SS .887 .704 1.117
N de casos validos 231
Tabla de contingencia
AleloSer311
CcC Alelo Ser311 Total
caso CASO Recuento 15 82 97
% de caso 15.5% 84.5% 100.0%
% del total 6.5% 35.5% 42.0%
CONTROL Recuento 7 127 134
% de caso 5.2% 94.8% 100.0%
% del total 3.0% 55.0% 58.0%
Total Recuento 22 209 231
% de caso 9.5% 90.5% 100.0%
% del total 9.5% 90.5% 100.0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6.847° 1 .009
Correccion por
continuidad 5711 1 017
Razoén de v erosimilitudes 6.790 1 .009
Estadistico exacto de
Fisher .012 .009
Asociacion lineal por
lineal 6.818 1 .009
N de casos vélidos 231

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 9.24.

Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razon de las
ventajas para caso 3.319 1.298 8.489
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloSer3ll = CC 2.960 1.255 6.983
Para la cohorte
AleloSer311 = Alelo .892 .812 .980
Ser311
N de casos validos 231

8.6.- Genotipos Ser311 en mujeres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el andlisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:
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Tabla de contingencia

Cys311Ser
CC SC SS Total

caso CASO Recuento 2 4 25 31
% de caso 6.5% 12.9% 80.6% 100.0%

% del total 2.8% 5.6% 35.2% 43.7%

CONTROL Recuento 1 13 26 40

% de caso 2.5% 32.5% 65.0% 100.0%

% del total 1.4% 18.3% 36.6% 56.3%

Total Recuento 3 17 51 71
% de caso 4.2% 23.9% 71.8% 100.0%

% del total 4.2% 23.9% 71.8% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4.0422 2 .133
Razon de v erosimilitudes 4,232 2 .120
ﬁ:ggauon lineal por 776 1 378
N de casos validos 71

a. 2 casillas (33.3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 1.31.

8.7.- Variante Cys311Ser: Relacion con variables cuantitativas en el total

de la poblacion analizada, en casos y en controles

Se realiz6 un contraste de medias mediante el test ANOVA de un factor
de acuerdo a los genotipos PON2 (Cys311Ser) con respecto a las siguientes
variables continuas (aparecen subrayadas aquellas disponibles solo en casos):

Edad, PAS, PAD, Hemoglobina glicada, Urea, Urato, Na2+, K+, Proteinas

totales, CK, Calcio, Mg2+, Homocisteina, Folico, Vitamina B12, Proteina C

reactiva, Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL, Apolipoproteina Al,

Apolipoproteina B, Creatinina, Microalbuminuria (mg/ml), T4L, TSH, Leucocitos,

Hemoglobina, Plaquetas, Velocidad de Sedimentacién Globular y Fibrinbgeno.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a los

genotipos Cys311Ser.

8.8.- Variante Cys311Ser: Relaciéon con variables categoricas (consumo de

tabaco, hipertension y diabetes)

La evaluacion de la distribucion de genotipos PON2 (Cys311Ser) en
funcibn de las variables categodricas tabaco e hipertension no mostré
diferencias significativas en el global de la poblacién analizada ni en el analisis
por subgrupos de casos o controles. La homocigosis Cys311Cys asocié con un

riesgo significativo de diabetes que se perdié en el analisis por grupos.
9.- Tablas de contingenciay riesgo en analisis univariante

9.1.- Variante AT1R (A1166C)

Tabla de contingencia caso * A1166C

A1166C
AA AC CC Total

caso CASO Recuento 63 58 8 129
% de caso 48.8% 45.0% 6.2% 100.0%

% del total 20.8% 19.1% 2.6% 42.6%

CONTROL Recuento 88 74 12 174

% de caso 50.6% 42.5% 6.9% 100.0%

% del total 29.0% 24.4% 4.0% 57.4%

Total Recuento 151 132 20 303
% de caso 49.8% 43.6% 6.6% 100.0%

% del total 49.8% 43.6% 6.6% 100.0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .2002 2 .905
Razén de v erosimilitudes .200 2 .905
ﬁsg;amon lineal por 021 1 884
N de casos validos 303

a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 8.51.

9.2.- Alelos 1166C y riesgo

Tabla de contingencia caso * AleloC1166

AleloC1166
AA AleloC Total
caso CASO Recuento 63 66 129
% de caso 48.8% 51.2% 100.0%
% del total 20.8% 21.8% 42.6%
CONTROL Recuento 88 86 174
% de caso 50.6% 49.4% 100.0%
% del total 29.0% 28.4% 57.4%
Total Recuento 151 152 303
% de caso 49.8% 50.2% 100.0%
% del total 49.8% 50.2% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .089P 1 .765
Correccion gor
continuidad 033 1 855
Razoén de v erosimilitudes .089 1 .765
Estadistico exacto de
Fisher .817 427
Asociacion lineal por
lineal .089 1 .765
N de casos validos 303

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 64.29.
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Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza
al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las
ventajas para caso .933 .592 1.471
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloC1166 = AA -966 767 1215
Para la cohorte
AleloC1166 = AleloC 1.035 826 1.297
N de casos validos 303

9.3.- Alelo A1166 y riesgo

Tabla de contingencia caso * Alelo A1166

AleloA1166
Alelo A CcC Total
caso CASO Recuento 121 8 129
% de caso 93.8% 6.2% 100.0%
% del total 39.9% 2.6% 42.6%
CONTROL Recuento 162 12 174
% de caso 93.1% 6.9% 100.0%
% del total 53.5% 4.0% 57.4%
Total Recuento 283 20 303
% de caso 93.4% 6.6% 100.0%
% del total 93.4% 6.6% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .058P 1 .810
Correccion gor
continuidad -000 1 994
Razbn de v erosimilitudes .058 1 .809
Estadistico exacto de
Fisher 1.000 .501
Asociacion lineal por
lineal .058 1 .810
N de casos validos 303

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 8.51.
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Estimacion de riesgo

Interv alo de confianza

al 95%

Valor Inf erior Superior
Razbn de las
ventajas para caso 1.120 444 2.826
(CASO/ CONTROL)
Para la cohorte
AleloA1166 = Alelo A 1.007 949 1.070
Para la cohorte
AleloA1166 = CC 899 319 2.136
N de casos validos 303

9.4.-VarianteAT1R (A1166C) por sexos

9.5.- Genotipos A1166C en hombres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el andlisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia caso * A1166C

A1166C
AA AC CC Total

caso CASO Recuento 47 47 4 98
% de caso 48.0% 48.0% 4.1% 100.0%

% del total 20.3% 20.3% 1.7% 42.2%

CONTROL Recuento 67 57 10 134

% de caso 50.0% 42.5% 7.5% 100.0%

% del total 28.9% 24.6% 4.3% 57.8%

Total Recuento 114 104 14 232
% de caso 49.1% 44.8% 6.0% 100.0%

% del total 49.1% 44.8% 6.0% 100.0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.4912 2 474
Razén de v erosimilitudes 1.538 2 464
ﬁsg;amon lineal por 028 1 868
N de casos validos 232

a. 0 casillas (.0%) tienen una f recuencia esperada inf erior a 5.
La frecuencia minima esperada es 5.91.

9.6.- Genotipos A166C en mujeres

No se especifica el valor del riesgo por alelos ya que el analisis no

resulté en diferencias estadisticamente significativas:

Tabla de contingencia caso * A1166C

Al1166C
AA AC CC Total

caso CASO Recuento 16 11 4 31
% de caso 51.6% 35.5% 12.9% 100.0%

% del total 22.5% 15.5% 5.6% 43.7%

CONTROL Recuento 21 17 2 40

% de caso 52.5% 42.5% 5.0% 100.0%

% del total 29.6% 23.9% 2.8% 56.3%

Total Recuento 37 28 6 71
% de caso 52.1% 39.4% 8.5% 100.0%

% del total 52.1% 39.4% 8.5% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.511% 2 470
Razén de v erosimilitudes 1.509 2 470
ﬁ\r?:;amon lineal por 301 1 571
N de casos validos 71

a. 2 casillas (33.3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2.62.
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9.7.- Variante A1166C: Relacién con variables cuantitativas en el total de

la poblacion analizada, en casos y en controles

Se realiz6 un contraste de medias mediante el test ANOVA de un factor
de acuerdo a los genotipos C677T con respecto a las siguientes variables
continuas (aparecen subrayadas aquellas disponibles solo en casos): Edad,

PAS, PAD, Hemoglobina glicada, Urea, Urato, Na2+, K+, Proteinas totales, CK,

Calcio, Mg2+, Homocisteina, Folico, Vitamina B12, Proteina C reactiva,

Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL, Apolipoproteina A1,

Apolipoproteina B, Creatinina, Microalbuminuria (mg/ml), T4L, TSH, Leucocitos,

Hemoglobina, Plaquetas, Velocidad de Sedimentacion Globular y Fibrindgeno.

No observamos diferencias significativas de acuerdo a los genotipos analizados
en el total de la poblacién analizada. No se observaron diferencias significativas

en funcion de los genotipos tras categorizar por sexos.

9.8.- Variante A166C: Relacion con variables categdricas (consumo de

tabaco, hipertension y diabetes)

La evaluacion de la distribucién de genotipos AT1R (A1166C) en funcion
de las variables categdricas tabaco e hipertension no mostr6 diferencias
significativas en el global de la poblacion analizada ni en el andlisis por
subgrupos de casos o controles. Se observé una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucion de genotipos respecto a la diabetes que se perdié

en el analisis por grupos.

10.- Analisis de regresion logistica binaria multivariante

Para evaluar la capacidad de prediccion de la variable independiente

“‘ictus isquémico” (caso versus control), se realizaron diversos analisis de
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regresion logistica multiple. El objetivo principal de este trabajo fue replicar
asociaciones genéticas con SNPs de los genes candidato MTHFR, PONL1,
PON2 y AT1R. Por tanto, tratamos de determinar la relevancia de las
asociaciones caracterizadas en nuestra poblacion en analisis univariante
mediante analisis multivariante utilizando inicialmente el método introducir.
Este, se constituye en el método adecuado cuando el objetivo del estudio es el

ajuste de variables de confusion y la exploracién de términos de interaccion.

Evaluamos ademas si los coeficientes fueron significativos para su
inclusién o eliminacién del modelo aplicando el test de Hosmer—Lemeshow.
Todas las variables categoricas fueron transformadas en variables dummy,
tomando el valor 1 para la presencia de la caracteristica y O por su ausencia.
Se consideré la introduccibn de genotipos para modelos de herencia
dominante/recesivo. Se introdujeron en el modelo genotipos, las variables
categoricas HTA, tabaco y diabetes y las variables continuas compartidas entre
casos y controles. Estas fueron la edad, PAS, PAD, concentracion de Acido
Folico, Vitamina B12, perfil lipidico (Colesterol total, LDL-Colesterol, HDL-
Colesterol, Triglicéridos), concentracion de Homocisteina plasméatica total
(tHcy) y Creatinina plasmatica. No obstante, es importante sefialar que el
contraste univariante de las medias entre variables continuas mostro
diferencias significativas de forma tal que los casos se caracterizaron por
menores concentraciones plasmaticas medias de HDL, Vitamina B;, y mayores
valores medios de triglicéridos asi como valores superiores de presion arterial
sistélica. Sin embargo algunas de las diferencias observadas muestran,
paradéjicamente, cifras superiores en los controles respecto a los casos. Asi, el

colesterol total, los valores de LDL, creatinina y tHcy resultaron
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significativamente superiores en controles respecto a los casos. No obstante
todas las variables continuas se introdujeron en el modelo con independencia

de si diferian o no en analisis univariante.

Resumen de casos incluidos y excluidos:

Tabla de clasifi cacio?

Pronosticado
caso Porcentaje
Observado CASO CONTROL correcto
Paso 0 caso CASO 0 65 .0
CONTROL 0 73 100.0
Porcentgje global 52.9

a. En el modelo se incluye una constante.
b. El valor de corte es .500

Prueba Omnibus: Muestra una prueba Chi Cuadrado (x2) que evalua la

hipétesis nula de que los coeficientes

(B) de todos los términos (excepto la constante) incluidos en el modelo son

cero.

Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo

Chi-cuadrado gl Sig.
Pasol Paso 139.250 18 .000
Blogue 139.250 18 .000
Modelo 139.250 18 .000
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Verosimilitud:

Resumen de los modelos

R cuadrado

-2 log de la R cuadrado de
Paso verosimilitud | de Cox y Snell Nagelkerke
1 51.595% .635 .848

a. La estimacion ha finalizado en el nimero de
iteracion 8 porque las estimaciones de los
parametros han cambiado en menos de .001.

El valor de -2 log de la verosimilitud inicial es: 190.845

Bondad de ajuste: Prueba de Hosmer-Lemeshow. La prueba evalla si las tasas

de eventos observados coinciden con las tasas de eventos previstos en los

subgrupos de la poblacién modelo.

Prueba de Hosmer y Lemeshow

Paso

Chi-cuadrado gl

Sig.

103.758 8

.000

Tabla de contingencias parala prueba de Hosmer y Lemeshow

caso = CASO caso = CONTROL
Observado | Esperado | Observado | Esperado Total
Paso 1 14 14.000 0 .000 14
1 2 14 13.981 0 .019 14
3 14 13.696 0 .304 14
4 14 12.043 0 1.957 14
5 6 7.816 8 6.184 14
6 2 2.761 12 11.239 14
7 0 .613 14 13.387 14
8 0 .080 14 13.920 14
9 1 .010 13 13.990 14
10 0 .000 12 12.000 12
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Sensibilidad y Especificidad del modelo

Tabla de clasificaciorf

Pronosticado
caso Porcentaje
Observado CASO CONTROL correcto

Paso1l caso CASO 61 4 93.8

CONTROL 5 68 93.2

Porcentgje global 93.5

a. El valor de corte es .500
Riesgos
Variables en la ecuacion
1.C. 95.0% para EXP(B)
B E.T Wald gl Sig. Exp(B) Inf erior Superior
Paso  HTA(1) 1.625 .940 2.986 1 .084 5.078 .804 32.078
1 TABAQUISMO(1) -4.229 1.313 10.381 1 .001 .015 .001 191
DM(1) -721 .979 542 1 462 486 .071 3.313
rsexo(1) 2.507 1.147 4.780 1 .029 12.272 1.296 116.166
TADINGRESO .046 .042 1.220 1 .269 1.047 .965 1.137
Folico -1.197 .313 14.646 1 .000 .302 .164 .558
B12 .005 .002 3.685 1 .055 1.005 1.000 1.009
COLESTEROLTOTAL 147 071 4.294 1 .038 1.158 1.008 1.331
LDL -.095 .069 1.887 1 .170 .909 794 1.041
HDL .069 .079 .766 1 .382 1.072 .918 1.252
TRIGLICERIDOS -.014 .014 1.012 1 314 .986 .960 1.013
AleloC311(1) -2.400 1.185 4.099 1 .043 .091 .009 .926
AleloL55(1) -2.363 1.481 2.545 1 111 .094 .005 1.717
AleloR(1) -.085 .858 .010 1 921 .919 71 4.940
EDAD -.104 .052 3.964 1 .046 .901 .814 .998
AleloT677(1) 432 .944 .209 1 .647 1.540 242 9.791
Homocisteina -.118 .050 5.681 1 .017 .888 .806 .979
rA1166(1) .640 1.961 .107 1 744 1.897 .041 88.586
Constante -7.947 6.529 1.482 1 224 .000

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: HTA, TABAQUISMO, DM

y de homocisteina plasmaética total, la concentracion de colesterol total

, rsexo, TADINGRESO, Fdlico, B12, COLESTEROLTOTAL, LDL,

HDL, TRIGLICERIDOS, AleloC311, AleloL55, AleloR, EDAD, AleloT677, Homocisteina, rA1166.

El tabaco, el género masculino, la edad, la concentracién de acido félico

y el

genotipo “portador del alelo Cys311 de la variante PON2 (Cys31Ser)’ se

constituyen en predictivas en el modelo ajustado.
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Discusion
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Discusion

La enfermedad vascular a cualquier nivel tiene una gran importancia
dado que conlleva una alta morbilidad y mortalidad (4). El ictus constituye la
segunda causa de muerte y la primera discapacidad (5, 6, 22); ademés de
acarrear unos importantes costes sociales y personales (24).

La enfermedad vascular arterial cerebral (EVC) tiene un origen complejo
al igual que ocurre con la enfermedad arterial en otros lechos del organismo,
solapandose con frecuencia con la afectacion a otros nivel; y ocurre que con
frecuencia no se explica Unicamente por los factores de riesgo tradicionales
(39). En la patogenia de la ECV intervienen diversas interacciones entre los
factores de riesgo ambientales y los genéticos (39, 495). La enfermedad
vascular arterial a cualquier nivel aumenta su prevalencia con la edad y con la
adicion de los factores de riesgo clasicos (496). No obstante también puede
ocurrir en ausencia de estos, lo que apoya el papel patogénico de los factores
genéticos (61).

Hay tres métodos principales que permiten una aproximacion a la
genética del ictus, en primer lugar tenemos analisis de ligamiento en el que se
estudian mudltiples variantes genéticas en muchas generaciones familiares.
Estos andlisis son dutiles en trastornos mendelianos en enfermedades
monogénicas, cuando el riesgo que confieren los genes en cuestidon es alto y
son menos Uutiles en enfermedades poligénicas. Otro método consiste en
buscar en genes candidatos, las variantes genéticas, generalmente
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), para posteriormente evaluar
diferencias en su frecuencia en los estudios de casos-control. La seleccion de

los genes suele hacerse partiendo del conocimiento de la patogenia de la
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enfermedad y de las posibles funciones en las que pudiese estar implicado
cada gen. Este método tiene limitaciones y dificultades para replicar los
hallazgos y solo sirve para SNPs ya descritos. El origen de los fallos en estos
estudios puede deberse a no contar con una muestra suficiente, a la
imposibilidad de replicar los hallazgos, la incapacidad para clasificar por
subtipos etioldgicos, en el fenotipado o un fallo para establecer la asociacién
por subtipos. Finalmente disponemos de los estudios de asociacion a genoma
completo (GWAS) para el genotipado total del genoma de un individuo
valorando multiples SNPs. Una vez que se lleva a cabo un estudio GWAS es
necesario realizar un estudio de casos control o de cohortes comparando la
frecuencia de los SNPs individuales en ambos grupos.

Todos estos tipos de estudio presentan sus ventajas e inconvenientes.
Asi en GWA y dada la heterogeneidad del ictus su efectividad ha sido menor
estando lastrada generalmente por los problemas derivados del tamafio
muestral y de los posibles errores en el genotipado. Los estudios de casos-
control también se asocian a sesgos por ejemplo en aquellos casos en lo que la
enfermedad aumente el riesgo de muerte precoz y las muestras se tomen
Unicamente de supervivientes vivos, los de cohortes obvian este sesgo aunque
la disponibilidad de casos es limitada. Una alternativa es genotipar a mas de un
miembro de la familia y emplear un método de andlisis de base familiar, que
también presenta limitaciones en el caso del ictus, si bien se han identificado
algunas asociaciones robustas con el IS. En este sentido un avance es la
aparicion de colaboraciones multicéntricas como la Metastroke Collaboration o

la “Stroke Genetics Network (SiGN)”.
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Los progresos en el estudio de la genética asociada al ictus han
mejorado la comprension de la enfermedad vascular arterial y abren la puerta a
nuevos hallazgos en relacion con los genes implicados en la patogenia de la
misma y en aspectos como el relativo a la farmacogendmica.

El proposito de este estudio ha sido analizar la frecuencia y su contraste
de ciertos polimorfismos ya previamente descritos y asociados al ictus en
nuestro medio. Nuestro objetivo recalca la importancia de replicar los trabajos
de asociacidbn genética. También nos planteamos analizar un polimorfismo
menos estudiado como el A166C del gen del receptor 1 de la angiotensina-I|
(AT1R) dada la relevancia de este sistema en la regulacion de la homeostasis
circulatoria y la asociacion descrita con enfermedad vascular.

Para el reclutamiento de los casos se escogié una poblacién hospitalaria
de enfermos diagnosticados de enfermedad vascular, ya sea como AIT o ictus
isquémico. Se trataba de casos consecutivos que hubiesen otorgado el
consentimiento informado para su inclusion en el estudio.

Las variables recogidas fueron el sexo y la edad, origen urbano o rural,
la presencia o no de factores de riesgo vascular y los estudios diagnosticos
llevados a cabo. Pudimos reclutar un total de 216 casos, de los cuales tenian
estudio completo incluido genotipado 200 de ellos. No obstante decidimos
incluir nicamente 129 (98 hombres y 31 mujeres), para poder emparejar por
edad y sexo (“matcheado”) con los 176 controles elegidos (136 hombres y 40
mujeres). El resultado del emparejamiento significé una pérdida de los casos
anosos. Por otro lado se excluyeron todos los ictus no isquémicos. La
poblacion control era una cohorte histérica que se recluto en este hospital para

el estudio “Procagene” (488). Esta cohorte de controles incluia sujetos sin
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evidencias clinicas de enfermedad vascular en la que se incluyeron datos
sociodemogréficos, presencia de factores de riesgo y el estudio genético de las
variables que nos ocupan. En estos controles el efecto de “estructura
poblacional” (mezcla de poblaciones) ya se habia analizado con anterioridad
(497). Senalar que en ellos no existian diferencias relevantes en la frecuencia
de genotipos, ni en las caracteristicas clinicas o bioquimicas entre el total de
casos reclutados y los que finalmente se dejamos para el andlisis de casos y
controles tras ajustar por edad.

El contraste mediante la t de Student de variables continuas muestra una
poblacion de casos con diferencias significativas en la evaluacion de factores
de riesgo clasicos (PAS; PAD, Hcy entre otras) asi mismo el contraste
mediante x° la distribucién de casos y controles para las variables categoéricas
en las siguientes categorias compartidas: HTA (presencia = 1, ausencia = 0),
Diabetes (DM) (presencia = 1, ausencia = 0) y tabaco (fumador y/o exfumador
< 1 afio = 1, no fumador y/o ex-fumador > 1 afio =2) no mostré diferencias
significativas. La distribucion de diabéticos e hipertensos resultd superior en
casos respecto a controles.

Polimorfismos de la Metilentetrahidrofolato Reductasa

La enzima Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR) participa en la
sintesis de 5-metil tetrahidrofolato (FH,;), a partir de 5,10 metilen
tetrahidrofolato. El 5 metil-tetrahidrofolato es la forma predominante de folato
circulante y el principal donante de grupos metilo en la via de la remetilacion.
Un defecto en esta enzima ocasiona la acumulacion de homocisteina (Hcy),

dado que se limita que la homocisteina metil transferasa, a través de la ruta de

128



remetilacion, transfiera un grupo metilo a la Hcy y asi transformarla en
metionina (498).

El gen de la MTHFR se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p36.3). Goyette y colaboradores describieron inicialmente dos
mutaciones en el gen que codifica para la MTHFR, en la primera se produce
una sustitucién de citosina por timina en la posicion 559 del gen (499). De esta
manera se elimina uno de los dos sitios de reconocimiento de la enzima de
restriccion FOPI. La segunda mutacion ocurre en el gen que codifica para la
MTHFR, consiste en una transicion de una guanina por adenina en la posicion
482 del gen, que produce el cambio de una arginina por una glutamina. Esta
mutacion conduce a la creacion de un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion Pstl (499). EI mismo grupo identificO otras siete mutaciones
relacionadas (500).

Frosst y colaboradores en 1995, identificaron una nueva mutacién
causada por la sustitucién de una citosina por una timina en la posicién 667 del
gen (C677T), lo que ocasiona el cambio de una alanina por una valina en la
secuencia aminoacidica en la posicion 233, originando una variante termolabil
de la MTHFR, que conllevaba reduccién de hasta un 50% de la actividad de la
enzima (490). Van der Put y colaboradores en 1998 comunicaron otra mutacion
en el gen que codifica para la MTHFR, que cambia una adenina por una
citosina en la posicion 1298 (A1298C). Observaron que la combinacion
heterocigota de ambas mutaciones (C677T+A1298C) reduce de manera
significativa la actividad de la MTHFR en comparacion con cada una de las
formas heterocigotas de las dos alteraciones de manera individual (501). En un

estudio realizado en Rumania en el que se analizaban ambos polimorfismos no
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se demostré relacion con el IS, por el contrario si que hubo una mayor
incidencia de IH en el grupo control donde era més prevalente el polimorfismo
C677T (502).

Kang y colaboradores (1991) encontraron que la mutacién C677T estaba
presente en el 17% de los pacientes con enfermedades cardiacas y en el 5%
de los controles (503). Ademas mostraron una correlacion entre la deficiencia
de la enzima y el riesgo a desarrollar EAC, ya que en la mayoria de los
pacientes con la alteracion que provoca una proteina termolébil poseian altos
niveles de homocisteina (503). Aunque hay datos contradictorios, hay trabajos
en los que el suplemento con vitamina B, disminuye el riesgo de ictus en
sujetos de alto riesgo (504, 505), lo que apoyaria su papel en la patogenia de la
patologia vascular. En este sentido hay trabajos que postulan el beneficio de la
riboflavina en pacientes hipertensos que son portadores del polimorfismo
C677T (506),

Se han realizado diversos estudios GWAS de los niveles de Hcy con
resultados variables; y se han postulado diversas regiones de ligamiento en los
cromosomas 1942, 9934, 11923, 12924, 13q, 14932, 16q y 1913 (507, 508).
Ademas se han descrito otros polimorfismos asociado a incremento de los
niveles de Hcy como metiltransferasa 2756A3G, MTRR 66A3G, cSHMT
1420C3T, TC 67A3G, TC 776C3G, y GCPIl 1561C3T (509). Por otro lado hay
trabajos en los que se postula el efecto acumulativo de diversas variantes de
los genes implicados en el metabolismo de la homocisteina, con bajo o
moderado riesgo cada una, pueden jugar un papel en el riesgo de IS (510).

La Cistationina Beta-Sintasa (CBS) produce cistationina a partir de

cisteina y serina por la via de la transulfuracion. El gen de la CBS se encuentra
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en el brazo largo del cromosoma 21 en la posicion g22.3 (511). Entre las
mutaciones mas frecuentes estan la que provoca el cambio de una isoleucina
por triptéfano en la posicion 278 y la que provoca un cambio de glicina por
serina en la posicion 307. Se ha descrito la mutacion G1330A, que genera una
transicion de una guanina por una adenina, provocando un cambio de acido
aspartico por asparragina (D444N), lo que afecta el dominio regulatorio de la
proteina CBS (512). Boers et al, 1985 encontraron que una alta frecuencia de
heterocigocidad para la deficiencia en esta enzima predispone al desarrollo de
enfermedad arterial oclusiva prematura (513), se considera que los
polimorfismos de la CBS estan menos relacionados con la enfermedad
vascular que aquellos de la MTHFR.

Existen varios factores que determinan una elevacion de los niveles de
homocisteina, en primer lugar nutricionales dado que puede deberse una a
ingesta baja de vitaminas B6, B12 y &cido félico; también pueden guardar
relacion con un sindrome de mala absorcion y con el consumo de alcohol
(514). Los niveles de homocisteina aumentan con la edad y son mayores en
hombres, en parte en relacion a la masa muscular y la sintesis de
creatinina/creatina y en parte en relacion con las concentraciones de vitaminas
y hormonas. Diversos farmacos pueden incrementar también las
concentraciones de homocisteina, como el metotrexato, fenitoina e
hipolipemiantes. Finalmente estan las causas que se relacionan con defectos
en los genes de las enzimas que catalizan la degradacion de la metionina y la
homocisteina, o de enzimas que sintetizan cofactores necesarios para ello

(515).
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Durante la autoxidacién de la homocisteina se generan como productos
derivados, potentes especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anion
superoéxido, el peroxido de hidrogeno y el anidn hidroxilo. Estas ROS pueden
provocar disfuncibn de endotelio, con el consiguiente dafio de la pared
vascular, alteracion vasomotora, activacion y agregacion plaquetaria, activacion
de elastasa, depdsito intimal de calcio, peroxidacion de lipidos, proliferacion de
células musculares lisas (516), y ademas disminuye la disponibilidad de 6xido
nitrico (517). El resultado es un aumento en la aterogénesis y facilitar
fenémenos trombdéticos (498). Un ejemplo es el trabajo de cuantificacion de la
ateromatosis del arco aértico en el que la hiperhomocistenemia es un factor de
riesgo independiente de la progresion de la misma (518).

En nuestra serie se realiz6 el estudio del polimorfismo C677T de la
MTHFR y se analizo la prevalencia de los alelos, de esta manera encontramos
que era mayor la prevalencia del alelo C, 376 frente a 228 T, asi como del
genotipo C/T, 150 seguido de 113 C/C y por ultimo 39 TT. No observamos
diferencias respecto a lo esperado de acuerdo al equilibrio Hardy-Weinberg
para ninguna de las poblaciones analizadas. La estimacion del riesgo asociado
para el alelo-C no resultd significativa, no encontrandose diferencias en funcion
del sexo.

Diversos estudios prospectivos y de casos y controles que la elevacion
de los niveles de Hcy en plasma es un factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular, para las trombosis venosas (502), y arteriales, incluyendo el
ictus (519, 520). El metanalisis de 22 estudios publicado en 2004 mostro una
odds ratio (OR) 1.24 (IC 1.08 a 1.42) al tener un genotipo CC comparado con el

TT(519). Otro metanalisis con 2034 casos demostrO una asociacion
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significativa del polimorfismo MTHFR C677T con el riesgo de IH bajo el modelo
dominante (OR,1.61; 95% IC, 1.3 a 1.9) y en el recesivo (OR, 1.6, 95% IC, 1.4
a 2.0) (521). Un metandlisis posterior con 2.223 casos demostroé una asociacion
significativa con el IS para el polimorfismo del alelo T [OR=1.28, 95% (95%
IC): 1.17-1.40, P<0.00001] y una asociacion marginal con el genotipo CT
(OR=1.13, 95% IC: 1.01-127, P=0.04) y el TT (OR=1.43, 95% IC: 1.20-1.70,
P<0.001) (522).

Por otra parte también se han descrito interacciones entre SNP de la
MTHFR y factores ambientales, asociandose a sindrome metabdlico (523),
ademas se ha descrito efecto sinérgico en el aumento del riesgo de IS con la
mutacion 20210 del gen de la protrombina (524).

En nuestra serie la relacion documentada entre genotipos y niveles de
Hcy si fue detectada, sin embargo el riesgo no se demostré lo que
probablemente se justifica por la reduccibn de casos en aras del
emparejamiento que hemos descrito. Es importante sefialar que en un analisis
multivariante no incluido en los resultados se incluyeron las variables Hcy,
genotipos C677 portador y la interaccion entre ambas variantes sin obtener
significacion estadistica.

Polimorfismos de paraoxonasa 1

El sistema de las paroxonasas (PON) comprende 3 genes que
comparten 60-65% de similitud en los aminoacidos (315), que se localizan en el
cromosoma 7 (7921.3-22) y codifican 3 isoenzimas las cuales participan en
prevenir la oxidacion de los lipidos. Los polimorfismos genéticos asociados a
las PON afectan a la actividad de la enzima y se han asociado a un incremento

en el riesgo de IS, aunque con datos controvertidos (316, 317). Los niveles
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aumentados de PON1 se han asociado en algunos estudios con mayores
niveles de HDL (323, 525), que poseen la mayor capacidad predictiva negativa
para enfermedad vascular. No obstante en estudios realizados en EAC se ha
planteado un mayor valor prondstico en relacion con la actividad de
arilesterasa, que mide la funcion de la PON 1, respecto a la medida de la PON
1 (324), y en este sentido postulan una capacidad predictiva alta para identificar
sujetos de alto riesgo en una cohorte de prevencion primaria.

El gen de la PON 1 se ha investigado como potencial factor de riesgo
para fenotipos relacionados con la aterosclerosis, incluyendo la EAC, EAP e IS
(326, 328). La actividad de la enzima y la frecuencia de los alelos varian de
forma amplia, de esta manera la inconsistencia de los estudios de asociacion
con la enfermedad vascular se podrian explicar por la variabilidad genotipica.
La actividad de la PON 1 depende de diversos factores, entre los que se
encuentran factores genéticos, edad, sexo, estilo de vida y farmacos (324). La
actividad de PON1 disminuye con la edad, ademas puede estar ligada a
circunstancias en las que esta incrementado el estrés oxidativo como puede
ser la aterosclerosis (526). En relacién con el efecto del alcohol hay datos
controvertidos, aunque se ha evidenciado un incremento en la actividad de la
PON relacionado con el consumo moderado en hombres de mediana edad y
mujeres postmenopausicas (527, 528). También diversas entidades se han
asociado a menor actividad de la PON1 como son la diabetes (529),
hipertiroidismo (530), artritis reumatoide (531), insuficiencia renal cronica (532)
o las demencias de Alzheimer y vascular (533) . La actividad de la PON1 esta
reducida en los pacientes con infarto agudo de miocardio, e hipercolesterolemia

(534).
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En nuestra serie se genotipod la variante PON1 (Met55Leu) y se analizo
la prevalencia de los alelos, resultando un total de 372 L y de 222 M; respecto a
la frecuencia de los genotipos obtuvimos 154 L/M y 109 L/L y 39 M/M. No
observamos diferencias respecto a lo esperado de acuerdo al equilibrio Hardy-
Weinberg para ninguna de las poblaciones analizadas. No observamos
diferencias significativas de acuerdo a los genotipos analizados en el total de la
poblacion analizada, tampoco se demostraron diferencias significativas en
funcion de los genotipos tras categorizar por sexos. Se observaron diferencias
significativas en la poblacion de casos de acuerdo a valores medios de PAD (p
= 0.03) y a la concentracién media de fibrindbgeno (p = 0.005) observandose,
respecto a esta Ultima, una gradacion por genotipos. Existen varios
mecanismos descritos que justificarian la asociacion observada con la PAD. La
enzima paraoxonasa 1 posee actividad antioxidante y se ha caracterizado
como una tiolactona hidrolasa. Diversos estudios vinculan ambas capacidad
con el alelo de riesgo L55 de la variante Met55Leu. En el estudio de la variante
PON1 (GIn192Arg) documentamos una mayor frecuencia del alelo Q (428
respecto a 178 R) y del genotipo Q/Q Q (147 respecto a 134 QR). En el andlisis
del equilibrio de Hardy-Wiemberg no hallamos diferencias respecto a lo
esperado. La distribuciébn de genotipos resulté en diferencias significativas.
Paradojicamente detectamos un riesgo significativo 3.606 (IC 95%: 1.190-
10.927) asociado al alelo Q, riesgo que se justifica debido a la mayor
frecuencia de heterocigotos QR en los casos. En el andlisis del riesgo en
funcién del sexo de la variante GIn192Arg no se documentaron diferencias
estadisticamente significativas. La evaluacion de la distribucion de genotipos

PON1 (GIn192Arg) en funcion de las variables categdricas no mostro
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diferencias significativas en el global de la poblacién analizada ni en el analisis
por subgrupos de casos o controles.

La mayoria de los estudios analizan 1 o 2 polimorfismos de la PON 1,
hay un trabajo con 187 pacientes con hipercolesterolemia familiar que hace un
analisis amplio de los polimorfismos, Q192R y L55M en la regién codificante,
ademas de T-107C, C-126G, G-162A, G-824A, y C-907G SNPs en la region
promotora de la PON1 (327). De esta manera estudiaron combinaciones de
haplotipos de la PON1 en relacién con la enfermedad vascular. Demostraron
que 2 haplotipos discordantes tenian hasta un 22% de diferencias en relacién
con el GIM, lo que apoyaria la base genética (327).

Se ha demostrado la influencia en la actividad de la PON 1 de estos
polimorfismos (GIn/Arg en posicion 192 y sustitucion Leu/Met en posicion 55)
(491). Estos polimorfismos se han asociado a ictus en pacientes jovenes y en
ancianos respectivamente (535, 536). Se ha sugerido que la presencia de estos
alelos en individuos simultaneamente expuestos a otros factores como la
diabetes o el tabaco, que también incrementan el estrés oxidativo pueden
potenciar el riesgo vascular (537, 538). En un trabajo de Lazaros que analizé la
relacion de polimorfismos de las paraoxonasas (PON1 (Q/R) 192, PON1 (M/L)
55, y PON2 (Cys311Met) con la gravedad del ictus no encontré diferencias
significativas, salvo en el caso de la PON2 (S/C) 311), y asi se sugeria su
posible papel predisponente a sufrir ictus grave (346). Otro trabajo de Pasdar
en poblacion caucasica en el que se incluyo el anéalisis de PON1(Met 55Leu)
tampoco observo el papel de los polimorfismos de genes paraoxonasa
individuales en la patogenia del ictus isquémico (337). También se subrayo la

importancia de utilizar un programa de analisis de haplotipos bien validados y
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gue los resultados de las diferencias de haplotipos deberian ser confirmados en
estudios a gran escala. Tampoco se encontré asociacidon en un trabajo de
Voescht en poblacion joven con ictus (535). En el estudio “Austrian Stroke
Prevention” el genotipo 55 LL se asocio a progresion de lesiones de sustancia
blanca (539), y a la frecuencia y gravedad de estenosis carotidea (540).

Bonafé y colaboradores examinaron el polimorfismo Q192R en 308
centenarios italianos no relacionados y 579 individuos italianos de edades
comprendidas entre 20 y 65 afos (541). El porcentaje de portadores del alelo
R192 fue significativamente mayor en los centenarios que en las personas
jovenes (0,539 vs 0,447, p = 0,011). No se observé ninguna diferencia
significativa entre los centenarios y los individuos jévenes para el polimorfismo
PON1 L55M (168820.0002). Los autores proponen que el alelo R192 disminuye
la mortalidad en los portadores, pero que el efecto de la variabilidad PON1
sobre la mortalidad general de la poblacibn es escaso. Los resultados
sugirieron que la PON1 es uno de los genes que afectan a la capacidad de
adaptacién individual y por lo tanto es uno de los genes que afectan la
velocidad y la calidad del envejecimiento.

En un estudio longitudinal de la supervivencia que incluyé 1.932
individuos daneses, Christiansen encontrd que las mujeres homocigotas para
el alelo R192 tuvieron una tasa de supervivencia menor en comparacion con
los homocigotos Q192 (razén de riesgo, 1,38; p = 0,04) (542). Una muestra
independiente de 541 individuos daneses confirmo los hallazgos para R192
mujeres homocigotas, con un OR de 1,38 (p = 0,09). La combinacion de las 2
muestras no cambid la estimacion del riesgo, pero aumentd la significacion

estadistica (p = 0,008). Utilizando los datos de auto-reporte de la enfermedad
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isquémica del corazén, los autores solo encontraron una tendencia no
significativa de la homocigosis R192 en las mujeres a constituir un factor de
riesgo. Los investigadores concluyeron que la homocigosis R192 de la PON1
se asocia con una mayor mortalidad en las mujeres en la segunda mitad de la
vida y que este aumento de la mortalidad tiene una posible relacion con la
gravedad y la supervivencia de las enfermedades del corazén, en lugar de la
susceptibilidad al desarrollo de las mismas.

PON1 GIn192Arg asocia un incremento del riesgo de ictus en el analisis
univariante, pero se produce un efecto de riesgo asociado al alelo Q. Este
efecto no es real en el sentido de que el riesgo sea del alelo Q lo que ocurre es
que hay pocos casos RR (y también pocos QQ en realidad) y muchos QR un
problema denominado de exceso de heterocigotos. Este exceso podria en este
caso ser atribuido a la presencia de una seleccion sobredominante o la
existencia de migraciones en la poblacion estudiada.

En un trabajo de Voescht en poblacion joven se encontré6 que el
polimorfismo GIn/Arg192 (genotipo RR) estaba de manera independiente
asociado a ictus no mortal en adultos jévenes (535), con incremento del riesgo
de 4 veces (OR 4,1; 95% IC, 1.14 a 14.73). Ellos encontraron al calcular el
namero de alelos de riesgo 192R y 55L que portaba cada sujeto, que se
duplicaba el riesgo de IS entre los portadores de 2 o mas de estos alelos
(OR=1.5; 95%IC, 0,94-3.2). La asociacion no randomizada es debida al
desequilibrio de ligamiento que une el alelo R en posicion 192 al alelo frecuente
L en posicion 55. Se ha sugerido que la presencia de ambos alelos en sujetos
expuestos a otros factores de riesgo incrementa la peroxidacion de las

particulas LDL y disminuye la actividad de la PON 1 como tabaco, (537), o
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diabetes (538). No obstante en contraposicion se ha encontrado esta
asociacion con sujetos no fumadores (543).

En una poblacion multirracial se ha visto en pacientes portadores del
polimorfismo Q192 una relacion inversa entre el riesgo vascular y la ingesta de
acido folico (544). Otro polimorfismo estudiado y que se ha relacionado con la
enfermedad vascular es rs854560 (c.163T_A o p.Leu55Met)(328), aunque no
se confirméd en un metanalisis posterior (329).

Se ha mostrado una susceptibilidad incrementada a EAC, a un mayor
Grosor intima-Media y al IS entre portadores del alelo 192R, con un incremento
del riesgo que varia entre 1,7 y 8,8 veces, hay trabajos que no han mostrado tal
asociacion (535, 545). Shenhar-Tsarfaty no encontré relacion con el GIM,
aunque si una correlacion inversa entre la actividad de la PON1 y el proceso
ateroesclerotico (546). Por otra parte metanalisis posteriores apoyan la relacién
del IS con el polimorfismo Q192R (alelo R y genotipo RR)(547). En este
sentido hay un trabajo que plantea una mayor capacidad predictiva para la
enfermedad vascular al fenotipo de la PON1 que al genotipo (548).

En nuestro andlisis por haplotipos (PON1 GI192Arg y Met55Leu)
nosotros no encontramos diferencias entre casos y controles para haplotipos
verdaderos e inferidos mediante el software haplo.stat implementado en
entorno R.

En cuanto a la distribucién por subtipos etiolégicos en la literatura se ha
planteado que la presencia de ciertos alelos puede disminuir o incrementar el
riesgo de un subtipo especifico; se han descrito asociaciones débiles como
mujeres con ictus lacunar y hombres con el cardioembolico (337). No obstante

los resultados hay que interpretarlos con cautela dado el escaso numero de
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pacientes que nos encontramos en cada subtipo etiolégico (337). Hay un
estudio de casos-control en poblacion irani que encontré asociacion del SNP
192R con el subtipo de ictus lacunar (549), aunque limitado por el nimero bajo
de pacientes.

Los SNP pueden afectar a la unién de microRNA con un gen diana,
llamandose miRSNP y asi afectar a la expresion génica e influir en la
susceptibilidad a padecer la enfermedad (550). Un trabajo reciente mostro
como los miIRSNP de la PON1 se asocian a un aumento del riesgo de IS y
aterosclerosis subclinica (332).

Polimorfismos Cys311Ser de paraoxonasa 2

En nuestra serie en andlisis univariante encontramos un riesgo
significativo asociado a la homocigosis Cys311 que se sostuvo en analisis
multivariante.

La Paraoxonasa 2 se expresa de manera ubicua, estando presente en
multiples tejidos humanos como pulmén, higado, corazoén e intestino (331), y no
parece estar asociada a las particulas de HDL, al contrario que las PON 1y 3
(331). También se considera con propiedades antiaterogénicas al proteger a
las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (337). Hay 2 SNP frecuentes
del gen de la PON 2, que serian PON 2-148 [C/G: Ala (A)/Gly(G)]Ly PON 2-311
[C/G: Cys(C)/Ser(S)], y el PON2-148 “G(variante G), asociados a altos niveles
basales de glucosa; el PON 2-311"G” (alelo S) se ha asociado a EAC (341). A
pesar del interés creciente hay menos informacion acerca de la PON 2 y sus
funciones.

Pan y colaboradores encontraron que el polimorfismo PON2 Ser311 se

asociaba a EAC (342), por el contrario otro trabajo solo encontré asociacion en
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los sujetos con tabaquismo (343). Este polimorfismo se ha asociado en
pacientes con ictus de gran vaso (344), aunque hay datos contrapuestos (330,
337). Un metanalisis posterior tampoco encontrd asociacion, aunque un
analisis por etnias sugeria una posible asociacion en poblacion europea (345).
Este polimorfismo se ha asociado a ictus de mayor gravedad (346). Otro
trabajo, realizado por Cozzi y colaboradores encontré que el polimorfismo
PON2 Cys311Ser un cofactor de riesgo en la asociaciéon anterior de PON1 y
con otros factores de riesgo (347).

Polimorfismos del Sistema renina angiotensina: Analisis del polimorfismo
A1166C del gen del receptor de la angiotensina

El sistema renina angiotensina (SRA) es clave para el mantenimiento de
la presion arterial y la homeostasis cardiovascular (287). Se han descrito
diversos polimorfismos que pueden afectar a su funcién, que ademas pueden
tener relacion con la aparicion de eventos vasculares (288).

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) tiene un papel crucial en
el SRA, se ha identificado un polimorfismo (I/D, dbSNP rs4646994) basado en
la presencia (insercién I) o ausencia (deleccién D) de un fragmento 287-bp
DNA que se asocia a una elevacién de ECA y se ha postulado como una
potencial susceptibilidad para el IS, aunque ha sido objeto de controversia
(291, 293, 294). No obstante un metanalisis concluyé que la presencia de alelo
D del polimorfismo ACE 1I/D es un marcador de susceptibilidad con baja
penetrancia para el IS (295). También se ha encontrado aumento de riesgo
para el genotipo ACE DD y para el alelo D, riesgo aumentado tanto para IS
como hemorragico (551). Por el contrario otro trabajo mostré un beneficio de

los inhibidores de ECA para el riesgo de infarto miocardio o cerebral que
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portadores del alelo AGTR1 573C (552). Un trabajo reciente no demostrd una
asociacion significativa entre IS y el polimorfismo de la ECA
insercién/deleccion, no obstante demostré mayor riesgo para la enfermedad de
pequefio vaso, en el limite de la significacién con el genotipo DD (553).

La angiotensina Il (ATII) es un péptido biolégicamente activo que se une
al receptor tipo 1 de la AT II (ATIIr) cuyo blogueo disminuye la presion arterial
(296). Tenemos trabajos que vinculan diversas variantes del ATR1
relacionados con la enfermedad vascular (298, 299) y con el ictus en
particular, como los que analizan la asociacién con el polimorfismo (A1166C)
del AT1R (300, 301). No obstante ha sido objeto de controversia y hay
metandlisis que no lo apoyan (288). Marcianti y colaboradores realizaron un
estudio epidemioldgico, el objetivo era valorar la asociacion de haplotipos
frecuentes en sujetos hipertensos. Estudiaron los genes del angiotensin6geno
(AGT), renina, ECA, los del receptor tipo 1 y 2, los resultados no arrojaron
asociaciones significativas con el riesgo de ictus o de infarto de miocardio
(554).

Los polimorfismos en los genes que sintetizan la aldosterona se han
asociado a patologia vascular cerebral y la muerte por ictus (303). Existen
evidencias de polimorfismos del gen de la aldosterona sintetasa CYP11B2
rs1799998 (-344C/T), que se han asociado al riesgo de IS y al de isquemia
cerebral recurrente (555).

Se han estudiado dos SNP del angiotensindgeno (rs4762, T207M) y no
se ha visto relacion con el IS (IS), pero parecen estar implicados en IH, y con el
nivel funcional de estos pacientes tras el ictus (556). También se ha analizado

el efecto de los farmacos inhibidores de la ECA, observando en estos pacientes
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gue los portadores del alelo M235T tienen aumentado el riesgo de ictus e IAM
(557).

Los resultados de los estudios de intervencion con farmacos que inhiben
el SRA han demostrado un beneficio en la incidencia de ictus y de enfermedad
vascular en general (304, 305).

En nuestra serie se realiz6 el estudio del polimorfismo A1A66C del gen
del AT1R y se analiz6 la prevalencia de los alelos, de esta manera
encontramos que era mayor la prevalencia del alelo A434 respecto a 172 C, y
del genotipo A/A (151), seguido del A/C (132) y de 20 C/C.

El polimorfismo A1166C se ha asociado en trabajos previos a obesidad,
hipertension, masa de ventriculo izquierdo y a ateroesclerosis (297, 299), dado
que la enfermedad vascular en los distintos lechos arteriales afectados tiene
mecanismos patogénicos similares se ha intentado establecer vinculos con la
enfermedad vascular cerebral. Por un lado tenemos un trabajo Hindorff que no
encontré asociacion el polimorfismo A1166C con la hipertension, ni eventos
vasculares (302), otro posterior de Rubattu en el que este SNP se encontraba
asociado al riesgo de IS, ademas el riesgo de ictus se eleva de manera aditiva
en presencia de hipertension (300). También encuentran que el riesgo de ictus
esth elevado de 2 a 4 veces en funcion de la presencia de heterocigosis
respecto a homocigosis. En relacion con los hallazgos de Rubattu debemos
resefiar que estos hallazgos fueron en una poblacion de Cerdefia, bastante
homogénea desde el punto de vista genético.

Un trabajo de Li de 2.010 también sugiere que los portadores del alelo D

del polimorfismo I/D de la ECA tienen un mayor riesgo de ictus y que el uso de
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ACO en ellos puede aumentar el riesgo de ictus, especialmente del
hemorragico (558).

En el metanalisis de Zhang se analizé la asociacion de los fenotipos
AC/CC y no encontraron diferencias en el riesgo tomados conjuntamente, al
igual que en el analisis de subgrupos en las poblaciones estudiadas (288). No
obstante estos autores plantean la necesidad de analizar muestras mas
amplias, dado que encuentran limitaciones como la participacion de mdltiples
genes en la regulacion del SRA y que el incremento del riesgo de ictus
asociado a un solo gen es modesto. En este sentido se ha sugerido la
conveniencia de realizar un analisis sistematico de los SNP de multiples genes
del SRA. Por otra parte aunque un polimorfismo puede interactuar con factores
ambientales, los trabajos de Zhang no han conseguido probar que existan
datos suficientes de la interaccibn de este polimorfismo con factores
ambientales que pudiesen incrementar el riesgo vascular. También plantean
gue la heterogeneidad de las poblaciones, en lo tocante a edad, sexo, raza,
origen étnico, presion arterial o indice de masa corporal, puede ser la causa de
la ausencia de relacion en estudio.

Szolnoki en un trabajo encontro relacion del polimorfismo AT1R 1166C
con la enfermedad de pequefio vaso y ademan documento sinergias a la hora
de incrementar el riesgo cuando se asocia con el genotipo D/D de la ECA. Ellos
encontraron que la coexistencia de ambos, homocigosis ACE D/D y al menos
un alelo AT1R 1166C era mas frecuente en el grupo con ictus que en los
controles (22.4 vs 11%, p<0.005, OR, 2.33; 95% IC, 1.46-3.7), ademas la
sinergia era mayor para enfermedad de pequefio vaso (OR, 3.44; 95% IC, 1.9—

6.24; p<0.0005) (559).
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Un trabajo previo realizado también en poblacion canaria con EAC no se
encontrd relacion con el polimorfismo AT1R (A1166C), mientras que si la hubo
con la homocigosis TT del gen del angiotensindgeno. Este ultimo parece mas
prevalente en nuestra poblacion que en otras poblaciones occidentales (560).

Las lesiones de sustancia blanca subclinicas (LSB) pueden representar
un signo precoz de lesion de érgano diana en sujetos hipertensos (561). Se ha
postulado la existencia de una base genética vinculada a su patogenia, y entre
los genes candidatos estan los relacionados con el SRA (562, 563). La
homocigosis para la variante de deleccion en el SPN de la ECA (I/D)yde 1 0 2
alelos C de la A166 parece aumentar el riesgo de LSB (562, 563). La presencia
del alelo C y el genotipo CC de la A1166¢c se ha asociado ademas con la
gravedad de las LSB (564). No obstante hay trabajos posteriores, que aunque
encuentran relacion con este SNP, el volumen de lesion es inferior al que
documentaron con la asociacién de un SNP de la “Oxido Nitrico Sintetasa”
(301). Un trabajo posterior en el seno del Rotherdam Study encontré una
interaccion entre este polimorfismo y el alelo AGT2235T del gen de la

angiotensina que favoreceria la presencia de LSB (565).
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Limitaciones del estudio

La primera de las limitaciones es un sesgo de seleccion a la hora de
incluir pacientes. A pesar de que se trata de una serie hospitalaria de pacientes
consecutivos, existe un porcentaje de pacientes no reclutados debido a la
variable gravedad inherente del ictus. Los pacientes muy graves, tienen una
alta mortalidad precoz y por consiguiente no llegan a ingresar y fallecieron en el
area de Urgencias. Ademas debemos contar aquellos pacientes con AIT o con
ictus leves, que son dados de alta para realizar estudio ambulatorio. Finalmente
tampoco ingresan pacientes con una alta comorbilidad que son destinados a
Medicina Interna o a un centro concertado.

Otra limitacién de nuestro trabajo es la relacionada con emparejamiento
de la poblacion del Estudio Procagene. Esta poblaciébn es méas joven que
nuestra poblacion de casos. Debemos tener en cuenta la dificultad a la hora de
seleccionar paciente como control, toda vez que en sujetos afiosos es mas
frecuente la presencia de factores de riesgo y de enfermedad vascular y por
ende es mas dificil encontrar sujetos afiosos sanos.

Finalmente sefalar que el riesgo asociado a cada una de las variantes
es bajo, circunstancia que ha impulsado el desarrollo de colaboraciones
internacionales que puedan englobar muestras poblacionales de mayor tamafio
y asi conseguir resultados con una adecuada significacion estadistica.
Aplicacion préactica del estudio

La principal utilidad del estudio es la conocer la prevalencia de ciertas
variables genéticas que puedan conllevar un mayor riesgo de padecer
enfermedad vascular. De esta forma se pueden desarrollar algoritmos

predictivos de sufrir un evento clinico, con ello se pueden implementar
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estrategias de prevencion de enfermedad vascular que serian individualizadas

y en concordancia con el riesgo de enfermedad vascular en cada sujeto.

148



Conclusiones
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Conclusiones

La replicacion de las variantes descritas en la poblacion de Gran Canaria
muestra una asociacion significativa entre el riesgo de ictus isquémico y la
distribucion de genotipos GIn192Arg en el gen Paraxonasa 1.

No observamos una contribucién significativa por haplotipos del gen
Paraoxonasa 1 en el riesgo de ictus isquémico.

La replicacion de las variantes descritas muestra una asociacion
significativa entre el riesgo de ictus isquémico y la distribucién de genotipos
Cys311Ser en el gen Paraoxonasa 2.

En el andlisis mutlivariante, ajustado para factores de confusion, la
variante Cys311Ser en el gen Paraoxonasa 2 se asocia con un riesgo
incrementado de ictus isquémico en la poblacién de Gran Canaria.

El tabaco, el género masculino, la edad, la concentracion de acido Folico
y la concentracion de Homocisteina plasmatica total, la concentracion de
Colesterol total y el genotipo “portador del alelo Cys311 de la variante PON2

(Cys31Ser)” se constituyen en predictivas en el modelo ajustado.
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Anexo 1: Definiciones

Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que
se diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones

concretas de la funcion de ese gen.

Desequilibrio de ligamiento: propiedad de algunos genes de las poblaciones
genéticas de no segregar de forma independiente, esto es, poseen una
frecuencia de recombinacion menor del 50%. Esto suele deberse a que los dos
loci implicados se encuentran en el mismo cromosoma, lo que imposibilita su
transferencia a la progenie de manera aleatoria con la separacion de los

cromosomas en anafase.

Endofenotipos: Son rasgos medibles que se han postulado como factor de
confusion en las vias que se relacionan con la expresion de la enfermedad

desde la variacion genética.

Exoma: Es la parte del genoma formado por los exones, es decir, las partes
codificantes de los genes que formaran parte del ARN mensajero maduro vy, al
ser éste traducido por la maquinaria celular, daran lugar a las proteinas. Es la
parte funcional mas importante del genoma y la que contribuye en mayor

medida al fenotipo final de un organismo

Genoma: Es el conjunto de genes contenidos en los cromosomas, lo que
puede interpretarse como la totalidad de la informacién genética que posee un

organismo o una especie en particular.

Genotipado: Determinar qué variaciones especificas existen en el individuo
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Genotipo: Se refiere a la informacién genética que posee un organismo en

particular, en forma de ADN.

Exon: Region que codifica para una determinada proteina.

Haplotipo: Combinacion de alelos de diferentes loci de un cromosoma que son
trasmitidos juntos. Un haplotipo puede ser un locus, varios loci, 0 un
cromosoma entero dependiendo del nUmero de eventos de recombinacién que

han ocurrido entre un conjunto dado de loci.

Imputacién: Proceso de inferencia observado (no genotipado). SNP por
desequilibro de ligamiento y comparando los genotipos de la poblacion
estudiada con los paneles de referencia que han sido secuencia dos o

genotipados.

Intrén: Region del ADN que debe ser eliminada de la transcripcion primaria de

ARN.

Locus: En latin, lugar; el plural es loci, es una posicion fija en un cromosoma,

como la posicién de un gen o de un marcador (marcador genético).

Minor allele frequency (MAF): La mayoria de los alelos tienen una sola
variante y asi, dos alelos posibles: el alelo principal lo porta la mayoria de la
poblacion, mientras el alelo menor es menos frecuente. Los SNP se pueden
categorizar como frecuentes (MAF>5%), poco frecuentes (MAF 0,5-5%) y

privados (presentes en una sola familia).

Panel de genes: Un panel de genes se designa para evaluar ciertas partes de
los genes, codificantes o0 no, que cuando mutan causan una enfermedad o

confieren un riesgo para la misma.
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Penetrancia: Proporcion de individuos con una misma mutacién que tienen
signos clinicos. La mayoria de las variantes génicas tienen una Penetrancia
incompleta condicionando un aumento del riesgo de ictus en portadores que no

han desarrollado el fenotipo completo de enfermedad.

Single nucleotide polymorphism (SNP): El tipo mas frecuente de variante

genética.

SNP types: Los SNP puede estar en la region no codificaste de los genes, que
se clasifican como no sinénimos (la cadena de aminoacidos esta preservada),
0 en regiones intergénicas. Ademas los SNP no codificantes pueden tener un
efecto funcional en el ensamblaje de genes, en el factor de transcripcion de la

union en la degradacion de mRNA, o en la secuencia de RNA no codificantes.

Variante: Una diferencia en una secuencia de DNA cuando se compara con

una referencia normal.

Whole exome sequencing: Secuenciar las regiones codificantes, o exones, de

un genoma completo.

Whole genome sequencing: Secuenciar el DNA que se dirige al genoma
completo, proporciona regiones codificantes (exones) y no codificantes,

incluyendo intrones y regiones intergénicas.
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Anexo 2: Abreviaturas

ABCBL1: Gen ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)

ACO: Anticonceptivos orales

AEP: Acido eicosapentanoico

ADN: Acido desoxiribonueleico

AFL: Anticuerpos antifosfolipidos de membrana

AGT: Angiotensindégeno

AIT: Ataque isquémico transitorio

AL: Anticoagulante lupico

ANRIL: RNA no codificante antisentido (antisense non-coding RNA)
APOE: Apolipoproteina E

APCSC: Asia Pacific Cohort Studies Collaboration

ARIC: Atherosclerosis Risk in Commnunities

ASA: Aneurisma del septo interauricular

ATII: Angiotensina

ATIIr: Receptor tipo 1 de la AAT Il

ATP Ill: Adult Treatment Program

bp DNA: Par de bases del DNA de doble hélice (DNA double helix base pair)

BRAP: Gen BRCA-1 associated protein
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CAC: Comunidad autbnoma de Canarias

CADASIL: “Arteriopatia cerebral autosomica dominante con infartos

subcorticales y leucoencefalopatia”

CETP: Cholesteryl ester transfer protein

Chr: Cromosoma

Chr 9p21: Posicion 21 del brazo corto cromosoma 9

Cl: Cardiopatia isquémica

CPAP: Presion positiva continua

CARASIL: Cerebral autosomal-recessive arteriopathy with subcortical infarcts

and leukoencephalopathy

CHS: Cardiovascular Health Study

CINa: Cloruro sodico

dbSNP: Par de bases de SNP ¢?

Delecciéon D:

DHA: Acido docosahexaenoico

DM: Diabetes Mellitus

DNA: Acido desoxirribonucleico

EAC: Enfermedad coronaria o cardiopatia isquémica

EAP: Enfermedad arterial periférica
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ECA: Enzima convertidora de angiotensina

ECV: Enfermedad cerebrovascular

EDN: Endotelina-1

EDNRB: Receptor tipo B de la endotelina

eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial neural

FA: Fibrilacién auricular

FANV: Fibrilacion auricular no valvular

FDA: Food and Drug Administration

FOP: Foramen oval permeable

FR: Factor de riesgo

FSC: Flujo sanguineo cerebral

FVL: Factor V de Leiden

GBA: Glucemia Basal Alterada

GIM: Grosor Intima Media

GOCHA: Genetics of Cerebral Hemorrhage with Anticoagulation

GWAS: Estudio de asociacién a genoma completo (Genome wide association)

HDL: Colesterol asosciado a lipoproteinas de alta densidad

Hcy: Homocisteina

HSA: Hemorragia subaracnoidea
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HTA: Hipertension arterial

IAM: Infarto agudo de miocardio

IC: Intervalo de confianza

IDF: International Diabetes Federation

IH: Ictus hemorragico

IL: Interleukina

IMC: indice de masa corporal

INR: International normalized ratio

IS: Ictus isquémico

HMGCR: Hidroximetiglutarato coenzima A reductasa
INK4: Proteina supresora tumor

iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible por citocinas
INR: International normalized ratio

HVI: Hipertrofia ventricular izquierda

HTRAL: gen HtrA serina proteasa 1

LACI: Lacunar anterior circulation infarct

LDL: Colesterol asosciado a lipoproteinas de baja densidad
Lp(a): Lipoproteinlipasa A

LSB: Lesiones de sustancia blanca
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LTA: Linfotoxina-alfa

miRNA : Micro RNA

MDR: Multifactor dimensionality reduction

MONICA: Monitory Cardiovascular Diseases

MMP3: Metaloproteinasa 3

MRFIT: Multiple Risk Factor Intervention Trial

MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa

NINDS: National Institute of Neurological Disorders and Stroke

nNOS: Oxido nitrico sintetasa neural

OCSP: Oxfordshire Stroke Project Classification

ON: Oxido nitrico

PACI: Partial anterior circulation infarct

PAD: Presion arterial diastélica

PAI-1: Inhibidor del plasminégeno (plasminogen activator inhibitor-1)

PAS: Presion arterial sistélica

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

PCRus: Proteina C Reactiva de alta sensibilidad

POCI: Posterior circulation infarct

PON: Paraoxonasa
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Pstl: Entima tipo 2 (endonucleasa de restriccion)

PVM: Prolapso de la valvula mitral

RMN: Resonancia magnética craneal

RNA: Acido ribonucleico

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RR: Riesgo relativo

SAF: Sindrome antifosfolipido

SAHOS: Sindrome Apneas-hipopneas de suefio

SM: Sindrome metabdlico

SNP: Polimorfismos de un solo nucleo6tido

SRA: Sistema renina angiotensina

TAC: Tomografia computarizada craneal

TACI: Total anterior circulation infarct

TAG: Tolerancia Alterada a la Glucosa

TEP: Tromboembolismo pulmonar

TPA: Activador tisular del plasmindgeno (tissue-type plasminogen activator )

THS: Tratamiento hormonal sustitutivo

TC: Tomografia computarizada

TG: Triglicéridos
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TNFa: Factor de necrosis tumoral o

TTR: Gen transtiretina

TVC: Trombosis venosa cerebral
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Anexo 3: Consentimiento informado

Servicio

Canarin de Qaliid

N° REGISTRO:

NOMBRE:

Hospital de Gran Canaria
Dr.Negrin

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN ELESTUDIO  “ESTUDIO DE LA
ASOCIACION DE EVENTOS CEREBROVASCULARES Y VARIANTES GENETICAS:
GENES DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA, PAROXONASA Y
METILENTETRAHIDROREDUCTASA”

Estimado/a Sefior/a:

Su médico le ha solicitado de palabra participar en este estudio, ahora y en
cumplimiento de la Ley General de Sanidad, reiteramos la explicacion por escrito con
objeto de que nos autorice a incluirlo en este estudio. Es importante que usted conozca
la finalidad y los procedimientos llevados a cabo en este estudio, lea atentamente esta
informacién y no dude en comentar con su médico, al investigador o0 a cualquiera de sus
colaboradores todas aquellas cuestiones que no le queden claras.

ANTECEDENTES

Estamos llevando a cabo un estudio sobre los diferentes polimorfismos genéticos que
pueden estar relacionados con la aparicion del ictus. Actualmente se han descrito
algunos polimorfismos relacionados con el ictus, aunque no se ha establecido la
prevalencia de los mismos en nuestra poblacion

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo del estudio es establecer la prevalencia de los diferentes polimorfismos
genéticos en la poblacion que ha sufrido un ictus.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Su participacion en el estudio solamente implicaria una extraccion de sangre, un
cuestionario dietético y un examen fisico antropométrico (peso, talla, perimetro
braquial...)
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RIESGOS DEL ESTUDIO

No se prevé que su participacion en el estudio pueda resultar perjudicial para su salud.

BENEFICIOS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Su médico controlara su enfermedad y su evolucién estrechamente durante todo el
estudio.

OBLIGACIONES

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede negarse a
participar o a retirarse del estudio en cualquier momento sin que de ello se derive

ningun perjuicio ni pérdida de los beneficios sanitarios a los que Usted tiene derecho.

AVANCES EN EL CONOCIMIENTO

Usted sera informado de todos los avances o nuevos descubrimientos que se realicen
durante el curso de esta investigacion que puedan influir en su salud.

CONFIDENCIALIDAD

Todos los datos recogidos en el transcurso del estudio seran tratados de forma
estrictamente confidencial y seran utilizados para la valoracion del estudio sin desvelar
en ningn momento su nombre ni apellidos. Todas las personas que forman parte del
equipo investigador estan obligadas a mantener el secreto profesional.

COMITES ETICOS

El presente protocolo de estudio ha sido revisado por un Comité Etico y por las
Autoridades Sanitarias Espafiolas, quienes han otorgado una opinion favorable del
mismo.
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DECLARACION I

Mediante el presente documento DOY MI AUTORIZACION para participar en este
estudio

He leido la informacion y he podido hacer preguntas sobre el mismo

Considero que la informacién recibida es suficiente.

He hablado con el Dr. (investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio
cuando quiera sin tener que dar explicaciones y sin que repercuta en mis cuidados
médicos

0oo0o0oo

Y para que asi conste, firmo el presente documento, después de haberlo leido y
comprendido, y por mi propia voluntad.

En Las Palmas a....de......c.cc......... de..oovrnnn.

Firma del Participante
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