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Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.

IV. Resumen en espafiol

Objetivos: Evaluar la asociacién de cuatro clases de anticuerpos antifosfolipides (AEL) (anti-
cardiolipina, fosfatidilserina, acido fosfatidico y fosfatidilinositol) y anti-H2 Glicopteteiha | de
isotipos IgG e IgM y/o tres mutaciones genéticas (Factor V Leiden G%691A, Protombina
G20210A, polimorfismo C677T de la Metilentetrahidrofolato redugtasa (MTHFR)) con los
accidentes cerebrovasculares y determinar su importancia comg factore§ de riesgo de
trombosis en pacientes con infartos cerebral.

Materiales y métodos: La concentracion de AFL y anti¢ H2Glicoprateina | IgG e IgM se
deterniné por técnicas de ELISA y los polimorfismos genéticas? Fa€tor V Leiden, Protombina
G20210A y C677T de la MTHFR por andlisis de PGR2RFLR; enwmuestras de sangre de 33
pacientes con accidente cerebrovascular (ACV) isquémice,de causa no determinada frente a
92 controles sanos, de 18 a 60 afios de edad.

Resultados: El polimorfismo del Factor Il de”coagulacion,(protrombina) G20210A se asocié en
grado significativo a la trombosis en pacienteés comACY de tipo isquémico al presentarse en el
9,1% de los casos versus el 0% en lgs controles (p=0.017). No hubo asociacion significativa
entre los anticuerpos antifosfolipida$, anti-H2GPWy polimorfismos genéticos Factor V Leiden
G1691Ay C677T MTHFR y el eveghtotrtombético en pacientes con ACV isquémico.

Conclusiones: Se reporta porfprimera vez una investigacion nacional que evalla la presencia
del polimorfismo protombrifasG20210A asociado a ACV isquémico en pacientes adultos
jovenes sin factores degiesgo tradicionales.

PALABRA CLAVE: ACV isquémico, antifosfolipidos, anti-H2 glicoproteina |, protombina
G20210A, Facter V. eideny Metilentetrahidrofolato reductasa C677T, PCR-RFLP.

V. Introducgién

La enfermedadfeerebrovascular (ECV) es un problema de salud publica en el @&mbito mundial
actualmente\Constituye la segunda causa de muerte en el mundo después del infarto del
miocardio (5,5 millones de personas mueren al afio) y es la responsable de discapacidad en un
altolporeeptaje de los pacientes que sobreviven, provocando un enorme impacto en la calidad
de vida individual y familiar, con repercusion social y econémical. Por lo tanto, cualquier
avanee en el conocimiento de esta enfermedad sea de prevencién, diagndstico o tratamiento,
beneficiar4 en gran medida a estos pacientes. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el
accidente cerebrovascular (ACV) o stroke se define como los signos clinicos de trastornos
focales de la funcion cerebral, desarrollados rapidamente, con sintomas que duran 24 horas o
mas, que podrian llevar a la muerte y sin otra causa aparente que un origen vascular. Existen
diferentes tipos de ECV, siendo mas frecuentes los eventos isquémicos que los hemorragicos
y que son el resultado de enfermedades como aterotrombosis a nivel de las bifurcaciones de
los grandes vasos, embolias arterio-arteriales y embolias de origen cardiaco. Los factores de
riesgo mas comunes para una ECV han sido ampliamente reconocidos, entre ellos los que
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mas destacan son hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipidemia y tabaquismo. Sin
embargo, existe un 30 % de las ECV isquémicas, que se desarrollan en pacientes jévenes y no
tienen una etiologia definida. Dentro de los factores potenciales que expliquen este tipo de
evento vascular se ha descrito cuadros de trombofilia cuyo origen puede ser adquirido, como el
sindrome antifosfolipido e hiperhomocistinemia, y/o hereditario como la deficiencia de los

inhibidores de la coagulacién (proteina C y S, antitrombina Ill), las
Agapito D. y col.

mutaciones genéticas en los factores de la coagulacion o la disfuncién_ enzimatica de
Metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR). El 8 al 15% de pacientes con ACY, menores de
50 afios, son debido a los estados protrémbaoticos.

En los Ultimos afios se ha despertado un gran interés por el estadio de“fes “@nticuerpos
antifosfolipidos (AFL). Estos constituyen una familia heterogénea dé autoanti€uerpos dirigidos
contra ciertos fosfolipidos, preferentemente a aquellos de carfga mnegativa que son
constituyentes de las membranas celulares. Un subgrupo de pacientesypertadores de estos
autoanticuerpos presentan fenédmenos de trombosis venosas Vo afteriales, trombocitopenias y
abortos a repeticion. La presencia de AFL en ACV isquémico varia del 1 al 46% y la presencia
de estos anticuerpos es considerada como un modeloyde trombesis mediado por el sistema
inmune.2. De este modo, podria reconocerse si existe asociacion entre los AFL y la ECV.
Ademas, los AFL pueden estar dirigidos tambiénfContra el cemplejo formado por el fosfolipido
y la H2-glicoproteina | (H2GPI), o sélo contra la“proteina H2GPI. Los anticuerpos anti-H2GPI
pueden ser predictores mas especificos deldendmeng de,trombosis.

Asimismo, diversos trastornos hereditarios de, laJcoagulacion se han relacionado con el
desarrollo de trombosis arteriales{y Vvenosas,¥en particular en los eventos vasculares
cerebraless. Andlisis genéticos dél fagtor ¥ de la coagulaciéon revelaron una sustitucién de
adenina por guanina en la posicién 1691 (&1691A) llamado factor V Leiden,s el cual no es
susceptible al clivaje en la posicion“e06 por la proteina C activada (PCA), una de nuestras
proteinas anticoagulantes naturales, lodcual ocasiona un estado de hipercoagulabilidad y el
incremento en la generdcCion deyitrombina. Respecto al factor Il de la coagulacion (protrombina),
una mutacion (G20210A)gen elcodon no terminal 3' del gen ha sido asociada con el
incremento plasmaticaydeWa eoncentracion de protrombina y el riesgo incrementado de
trombosis venosa.s En, relacion a la homocisteina, una sustitucién de citosina por timina en el
nucledtido 6Z7 (C677%,) del gen de la enzima Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)s, es la
mutacion gespensable de la actividad reducida de la enzima y su termolabilidad incrementada
lo que produce ehaumento de homocisteina en sangre que afecta al sistema vascular arterial
y/0 VeRose.

Famhién, Warios casos han sugerido que interacciones epistaticas (gen a gen) pueden
incrementar el riesgo de trombosis sinérgicamente en personas portadoras de mutaciones
protromboticas y/o en hiperhomocistinemia como se ha demostrado en familias con
desgrdenes combinadosz. Por ello se han realizado estudios con el fin de indagar las
asociaciones de diferentes polimorfismos con una variedad de genes candidatos incluyendo
genes hemostéticos, genes que controlan el metabolismo de la homocisteina, genes que
convierten la enzima angiotensina, genes del éxido nitrico endotelial, entre otros.

Las investigaciones realizadas al respecto provienen de otras partes del mundo donde se
difiere en raza, factores ambientales, habitos alimenticios y estilo de vida. Por eso creemos
necesario que en nuestro pais se realicen estudios que brinden mayor informacién sobre las
peculiaridades de esta enfermedad contribuyendo a disminuir el agobiante impacto en los que
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la padecen. Investigaciones con AFL y las mutaciones genéticas referidas anteriormente
relacionados a ACV, no han sido reportadas a nivel nacional.

Por todo ello, con la presente investigacién, pretendemos profundizar los estudios
encaminados a encontrar un marcador inmune fosfolipidico y/o genético que pueda constituir
un criterio diagndstico de la trombosis cerebral en pacientes jovenes sin etiologia definida.

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.

VI. Antecedentes

LA ECV EN EL PERU Y LATINOAMERICA

Los estudios de prevalencia e incidencia de ECV son escasos en nuestro medio. Sinfembargo,
existen publicaciones de las frecuencias de ECV en diferentes instituCiones denderse reconoce
un alto numero de admisiones hospitalarias, lo cual indicaria tasas igualfente elevadas en la
poblacion.

En el Hospital Guillermo Almenara Irigoyen (EsSALUD)4, Lima, S€ realiz6 un estudio cuyo
objetivo fue evaluar la historia natural de la ECV en el Rer(,"porwin periodo de 11 afios (1987-
1998) abarcando a 1517 pacientes. Se observé que [a3ECVARba sido la principal causa de
hospitalizacion en el servicio de neurologia de modo constante'y con tendencia a aumentar
porcentualmente durante los afios del estudio yise demostro“que el 38,10% de los pacientes
fue hospitalizado por motivo de un ACV:.

Similar resultado encuentra Aurazo y_col. can laSinvestigacion realizada en el Hospital de
Belén-Trujillo entre los afios 1995/ y§2004, “demostrando que el 35,42% de pacientes
ingresados al Servicio de Neurologia présentaban un diagndstico clinico y tomogréfico de
ACVs.

A diferencia de las ciudades,desarrolladas, Peru tiene escasos recursos econémicos, pocos
hospitales y médicos especializadas, que atiendan a la poblacién total. Es asi, como sélo una
minoria de los pacientesygue padecen un ACV puede llegar a ser examinados por un médico o
admitidos en un hospital enytiempo oportuno. Los estudios de prevalencia de ECV basados en
hospitales son difiGiles‘deyrealizar debido a los datos incompletos de las historias médicas y la
mediana proporeign‘deYypacientes que son hospitalizados por esta causa s.

Es por g§torque, se tiene la impresion, que la ECV hasta la fecha, no ha sido atendida en
nuestro ‘medio enyst real dimension como problema de salud publica. El costo de capital
hupiane, (gastoside recuperacion de salud y merma por lo que deja de producir el enfermo)
motiva una marCada preocupacion en paises de gran desarrollo econémico, contrastando con
la'exigua asignacion de recursos dedicados a la ECV, en paises como el nuestros.

EReonacimiento actual de esta enfermedad se basa principalmente en estudios de Norteamérica y
de Ediropa. Saponisk y Del BruttolO, realizaron una revision de 200 articulos sobre ACV en
sudamérica, seleccionando sélo 18 que reunian los criterios de inclusién. De ellos 7 aportan
informacidn sobre la epidemiologia del ACV (estudios de poblacién); y 11 sobre los subtipos
(registros hospitalarios). Los estudios revelan una prevalencia de ACV en Sudamérica de 1,74 a
6,51 por 1000 habitantes, con una incidencia de 0,35 a 1,83 por 1000 habitantes, por afio. También,
el patrén de los subtipos de ACV fue diferente al de los paises desarrollados, con una frecuencia
mas alta de hemorragias cerebrales (26 al 40%, dos veces mas alta), enfermedad de pequefios
vasos y de lesiones ateroescleréticas intracraneales; debido probablemente a factores genéticos,
ambientales o socioculturales y a diferencias en el control de los factores de riesgo. Mencionan que
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una clasificacion mas especifica en cuanto a razas resultaria de mayor valor dada la
heterogeneidad de razas incluidas en las investigaciones. Reportan ademas, que el primer estudio
epidemiolégico en ECV fue realizado en el Peri-Cuzco9, ciudad con una poblacion de 210,000
habitantes localizada a 3,380 msnm. Mencionan que de un total de 3,246 pacientes mayores de 15
afios de edad, la prevalencia de ECV fue de 6,2 por 1000 habitantes con una incidencia de 1,83 por
1000 en un afo, destacando como factores de riesgo: la edad, el consumo de alcohol y la

policitemia.
Agapito D. y col.

LA ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR, SUBTIPOS

La mayoria de enfermedades cerebro-vasculares se manifiestan al darse ungdeficit focal
neuroldgico abrupto. Este déficit podria permanecer fijo o podria®mejotar xépidamente o
empeorar progresivamente. A este tipo de manifestacion de défigit neurol@gico focal y no
convulsivo se le define como ACV o Stroke o ictuss,11, considerandoselé como‘la anomalia del
encéfalo resultante de un proceso patolégico de los vasos sanguifieos por oclusion de la luz
por trombos o émbolos, rotura del vaso y lesion o trastoio ‘de laypermeabilidad de la pared
vasculariz. El ataque repentino se pone de manifiesto alstener pérdida de la funcion motora y/o
sensorial en una mitad del cuerpo, cambios de la visibnyy/o de [a*marcha o incapacidad para
hablar o entender, o un repentino y severo dolor de cabezai.

Las categorias o subtipos de las ECV incluyens el infarto isquémico y la hemorragia
intracraneal. Siendo sus frecuencias defd 85% Ya15%, respectivamente 1112. Entre las
publicaciones nacionales, destaca la de Deza yycolaboradoresis, quienes determinan con
mayor precision las caracteristicas clinicas especificas de los subtipos de ACV isquémico
segun la clasificacion del Trial of Org 1022 in Acute Stroke Treatment —TOAST realizado por
Adams y col. En una poblacion dé 1,156 pacientes (828 varones y 328 mujeres) afectados por
isquemia cerebral, atendidos, én ‘el Servicie de Neurologia del Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen, desde_Abrtil def1987 hasta diciembre de 1998; los resultados mas
significativos destacan que 1@*eCV isquémica fue la mas frecuente (76,2%) a diferencia de la
hemorragica (23,8%); €orroborando®»los valores encontrados en anteriores investigaciones.
Resaltan que el méeanismo patogénico mas frecuentemente asociado a isquemia es la
ateroesclerosis de, artefias ‘¢erebrales grandes, detectado en el 69,9% de los pacientes con
ECV, en segundo lugarse,encontré a la arterioesclerosis, con una frecuencia de 15,74%; la
embolia cardiogehicatcon el 11,25% y el subtipo “otras causas 0 causa desconocida” con
frecuencigadeldg,11%. [fas ECV de causa no determinada estaban representadas dentro de
este grdpo con el1,38% constituyendo un bajo porcentaje debido a que este hospital es un
centOydeteferéncia especializada, sélo para la poblacion aseguradaii.La edad promedio que
tuvieronWlosYpacientes al momento de ocurrir el primer evento fue 65,30 afios para la
ateroescleresis, 55 afios en la arterioesclerosis y trombosis lacunar, 54 afios en el
cardioembolismo y 44 afos para “otras causas”, correspondiendo este Gltimo valor a una edad
produgtiva de la vida, sufriendo invalidez mas del 50% de los casos luego del primer episodio.
La'mertalidad alcanzada fue de 5,36% en ECV isquémico y 24,10% en el hemorragico.

La escasez de estudios en estos temas determina la urgente necesidad de promover la

realizacion de mayores estudios epidemiol6gicos a gran escala y bien disefiados que brinden
mayor informacién sobre las peculiaridades de esta enfermedad en nuestro pais.

FACTORES DE RIESGO PARA ACCIDENTE CEREBRO-VASCULAR ISQUEMICO
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Los factores de riesgos comprobados o probables para sufrir un ACV isquémico son el tener
una edad avanzada, una historia familiar de ACV trombético, diabetes mellitus, hipertension
arterial, ser fumador de tabaco y elevados niveles de colesterol en sangre. Los anticonceptivos
orales también aumentan el riesgo de padecer un ACVi. Las evidencias sefialan que la
presencia de los factores de riesgo, en forma aislada, aumenta significativamente la posibilidad
de adquirir un ECV y la amenaza es mayor cuando se asocia mas de un factor de riesgo en
una misma personaa.

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.

SINDROME ANTIFOSFOLIPIDO

El Sindrome antifosfolipido (SAF) es aceptado como una de las causas mas fiecuentes de
hipercoagulabilidad. Es un desorden autoinmune que se presentaten/pacientes que tienen
evidencias de la presencia de AFL o de cofactores proteicos unidos ados AFL en su sangre.
Se ha encontrado que esta fuertemente asociado a trombgsis vendsa profunda o superficial
recurrente, trombosis arterial recurrente, abortos esponrtanees afrepeticion, muerte fetal,
infartos multiples o ataques isquémicos transitorios, trtombecitepenia y anemia hemoliticaia.
Alrededor de la mitad de los pacientes con SAF, no ti€nenenfetmedad sistémica acompafnante
y han sido clasificados como una forma primariasdel trastogno (SAP)s. El resto de pacientes
presenta un SAF que coexiste con el lupus eritefhatoso sistémico (LES) o cualquier otra forma
de alteracion del tejido conectivo y se le clasifiea cemo un Sindrome antifosfolipido secundario
(SAS). Los pacientes con SAP tienen 3@ 10%veces g4has probabilidad de tener trombosis
recurrente que los sujetos sanosis.

Epidemiologia

En un anlisis retrospectivo italiano'sobreel'SAP se examing la prevalencia de complicaciones
vasculares en 319 pacientes. Layedadymedia fue 31 afios, la proporcion hombre a mujer fue
1:2,9. El 65% fue clasifigado"€cOmMaISAP y el 35% como SAS. La trombosis venosa fue comun
en las venas profundas,de,lasypiernas y los sitios mas frecuentes de trombosis arteriales
fueron a nivel cerebrali(81% y 85% respectivamente)ir.

Otro estudio evaludlaprevalencia de anticuerpos anticardiolpina (ACA) y anticoagulante lUpico
(AL) en donadoresyde'sangre espafioles, reportando una prevalencia de 6.5% para ACA IgG y
9.4% para®ACA, IgM, Ninguno de los pacientes tuvo manifestaciones clinicas durante el
seguimiento por Unghois. De estos datos se deduce que muchas personas pueden presentar
AFLl#pasitives pero no manifestaciones asociadas con esta positividad. De manera semejante,
losWAFLWindueidos por farmacos o en el curso de infecciones no suelen provocar
manifestaciones clinicas.

En, la investigacion realizada por Sasya y col. se demostré que el promedio de edad es menor
en aguellos pacientes con AFL asociado a ACV. El tiempo medio de recurrencia para otro ACV
fue de 7,9 meses; sin embargo, un titulo de anticuerpos mayor de 100GPL fue asociado con
un tiempo menor de recurrencias.

Manifestaciones clinicas del SAF Los AFL estan asociados con una variedad de
manifestaciones clinicas. La trombosis producida afecta cominmente a las venas profundas
de las piernas, circulacidon pulmonar, vena cava inferior, venas hepaticas, venas craneales y
retinales. Los AFL también se asocian a accidentes isquémicos cerebrales, afectando
mayormente a la vasculatura cerebral incluyendo las arteriolas. EI 36% de los ACV en
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personas menores de 50 afios son debidos a AFL y el riesgo de recurrencia tras un primer
episodio alcanza el 31% durante un periodo de tres afiosie. Otros eventos reportados
frecuentemente son pérdida de embarazo recurrente, trombocitopenia, livedo reticularis,
eventos neurolégicos como episodios de confusion y demencia, corea, migrafia, mielitis
transversa, accidentes isquémicos transitorios (AIT) y epilepsia.

Agapito D. y col.

Trombosis

Los resultados de estudios en animales son consistentes con la hipétesis de'que‘algtinos AFL
son protromboticos, por lo cual el SAF es ciertamente un desordengrombotico'mediado por el
sistema inmunezo. Se han descrito muchas teorias sobre los meeanismosYpatogénicos de
trombosis, pero probablemente ninguna de ellas la explica claramente, debido a que estos
episodios tienen una patogénesis multifactorial. La tendencia ‘trombogénica aumenta por
disturbios en las vias anticoagulantes fisiolégicas, por €jemplo l@s AFL interfieren con la
activacion y funcion de la proteina C y a la vez con J& inactivaeion“de los factores V y VIII.
Algunos autores sugieren que la anexina V forma una“barrera entre la superficie endotelial
vascular y la circulacion sanguinea, y la unién de AFL a las‘eélulas endoteliales interfieren con
estas barreras, provocando trombofiliazi.

Las anormalidades en la funcién de las células endotelidles también juegan un rol importante
en el desarrollo de trombofiliazz. Las funcionesynormales de estas células incluyen produccion
del 6xido nitrico, prostaciclina, trombemodulinays” inhibidor del factor tisular, ademas de
mantener una superficie adecuada, para el flujo sanguineo. Recientes investigaciones
realizadas in vitro sugieren quefles AREL seunen a las células endoteliales por medio de la
H2GPI, la cual actia como uh, epitepe para los AFL circulantes. Esto induce a la activacion
celular y a la expresion incrementada“de moléculas de adhesion resultando en incremento de
leucocitos adheridos al ghdoteliowssecrecion de citokinas proinflamatoriaszs .

Se ha demostrado que,enila presencia de SAF, se produce una respuesta incrementada de
expresion del factortisular engmonocitos y células endotelialesz4, asi como, la interferencia en
la via anticoagUlante,dejla‘proteina C y la inhibiciéon de la fibrinolisis. Se discute aun si AFL
activan directamente a‘las plaquetaszs.

Abortosy mueries fetales

LasWpérdidas“fetales recurrentes son otra de las manifestaciones mas estrechamente
relacionadas con la presencia de AFL. Las pérdidas pueden ocurrir en cualquier momento
durante el'embarazo pero alrededor del 50% de los casos se presentan en el segundo y tercer
trimestre de la gestaciéon. Este es un dato que diferencia los abortos de este sindrome de los
de la'poblacion normal, cuyas pérdidas suelen ocurrir durante el primer trimestre del embarazo
y generalmente estan relacionados con causas no inmunoldgicas (alteraciones morfoldgicas y
cromosdémicas). En mujeres con historia de gestaciones normales sélo un 2% presentan titulos
altos de los AFL, por lo que determinar estos anticuerpos en mujeres embarazadas sin
antecedentes obstétricos patoldgicos sea de poco valor. La historia de los embarazos previos
es importante para determinar la significacién de una prueba positiva para AAF. Se estima que
si una paciente con LES tiene AL o al menos titulos medios de isotipo IgG de los AC, el riesgo
de aborto espontaneo en el primer embarazo es del 30% y si tiene historia de al menos 2
pérdidas fetales previas, el riesgo aumenta hasta el 70% en el siguiente embarazozs.
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Trombocitopenia

La trombocitopenia es relativamente frecuente en pacientes con AFL, aungue no suele ser tan
severa como para causar hemorragia. A menudo, el nimero de plaquetas permanece durante
afios y en un momento dado, sin que conozcamos las razones, se produce un descenso que
ocasionalmente, puede ser importante. Algunos pacientes con SAF pueden presentar solo
trombocitopenia y mas tarde desarrollar trombosis o pérdidas fetales. Algunos pacientes con

AFL y trombocitopenia también desarrollan anemia hemolitica con test de Coombs directozs.
Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.

Estudios de AFL asociados a ACV

La asociacion entre AFL y ACV isquémico ha sido sugerida en alglnos\estudios, pero no
probada a cabalidad. Al respecto citamos la investigacion hecha™por Btey Wy col.27, quienes
realizaron un estudio caso-control, evaluando AFL de tipo anti-€ardiolipinalgG e IgM y AL en
160 casos y 340 controles mujeres jovenes. Ellos encuentran una“modesta asociacion entre
los AFL y el ACV en las pacientes de 15 a 44 afios, con infarto‘eerebral nico.

Detectan ACA en el 26,3% de los casos versus el 18,2%yde |0s,controles. El riesgo relativo de
ACV en mujeres con ACA o AL fue de 1,87 (95% de IC, 1,24-2,88; P=0,0027). No encontraron
diferencias significativas entre la asociacion deFL con la raza, edad, hipertension, diabetes
mellitus, enfermedad arterial coronaria, estadg,dedfumadora u origen del ACV. Afirman que de
los 160 casos de ACV, el 63% tuvo al menos Un fagtorgde riesgo para ACV (ateroesclerosis,
cardioembolismo, lacunar y otras causas) y'el 31% fueron ACV del subtipo no determinado.
Con estos datos se destaca la importaficia de [os AFL como un factor de riesgo independiente
para ACV en mujeres jévenes.

Otro estudio realizado por Genzales-Portille”y colzs, caracterizé y describié la distribucion de
ACA, anti-fosfatidilserina (AFS)%, antisfosfatidiletanolamina (AFE) de isotipo IgG, IgM e IgA en
pacientes con ECV, realizade,@nghperiodo de 1997 a 1999. Ellos identificaron 34/185 (18,3%)
pacientes positivos para,AFL, €on mayor predominancia en las mujeres (26/185). Los rangos
de edad fueron muy‘ampliés de ? a 82 afios en las mujeres y 35 a 60 afios en los hombres.
Entre los pacientes afectadas#10 tuvieron stroke de causa no determinada. Los factores de
riesgo mas corunestentreylos pacientes fueron consumo de cigarrillo, hipertension arterial,
migrafia y kupusheritematoso sistémico (LES). El isotipo IgA fue encontrado con mayor
frecuencia®y, eFAFL méas‘comun fue AFE. Los autores sugieren que este AFL podria interactuar
directamiente comyelsistema nervioso central, sin embargo, faltarian mas estudios para
corrgberarle.

PELIMOREISMOS GENETICOS

Facter V.

Es, unajglicoproteina de 330 KDa aproximadamente. Su concentracién normal en el plasma es
de 20nmol/L (0.007g/L).Circula en forma libre en el plasma, se encuentra en los granulos de
las plaguetas y es sintetizada en el higado. El locus del gen se localiza en el cromosoma 1g23,
tiene un tamafio de 80 kb y contiene 25 exones. Presenta una organizacion en varios dominios
(A1-A2-B-A3-C1-C2). La trombina activa el factor V (factor Va) al actuar en tres posiciones:
709, 1018 y 1545. La proteina C activa actla sobre el factor Va sobre las posiciones 306, 506
y 679, para inducir inactivacion del mismozs.

Factor V Leiden
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En el afio 1993 se describe la resistencia a la proteina C activa (RPCa) y un afio mas tarde se
conoce la alteracion genética mas frecuente relacionada con dicha resistencia que es llamado
el factor V Leiden. En la actualidad, la RPCa es considerada como el factor trombofilico con
mayor implicacién en el Tromboembolismo venoso (TEV). En la mayoria de los casos en que
se detecta una RPCa, ésta es debido a una mutacion puntual en el gen del factor V, debido a
una transiciéon de G por A en el nucleétido 1691 (G1691A) del exdén 10, que ocasiona una
sustitucion del aminoacido arginina por glutamina en la posicién 506 (Arg 506--->GIn). Es lo
gue se conoce como factor V Leiden y que constituye la alteracion genética que mas
frecuentemente contribuye a un estado de trombofilia. Asi se produce una sintesis apomala del
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factor V resistente a la degradacion por la proteina C y se genesa un estado de
hipercoagulabilidadzs.

Factor Il

La protrombina (factor 1) es codificada por un gen localizado en el,éromosopmia 11. La mutacion
del gen de la protombina (extremo 3’ no traducido) consiste“en el cambio de la guanina por
adenosina en el nuclettido 20210 (G20210A). Ello conlleya aumentos de hasta un 30% de
protombina circulante, la cual es precursora de lagtrombina Owproteina encargada de la
formacion del coagulo. Su incidencia en Espafia es 2%%en sapos, del 6% en trombosis no
seleccionadas y del 18% en trombosis familiares. La presefigia de esta mutacién incrementa
por tres el riesgo tromboembdlico y éste incrementages superior a cinco en los pacientes con
tromboembolismo venoso (TVE) recurrented Respecto a las diferencias demogréficas se ha
sugerido que la prevalencia de la protombiha 20210A¢es casi el doble en el sur de Europa
respecto a los paises nordicos. Al igual quefsucede con el factor V Leiden, existen datos
contradictorios del papel de la mutaCiéon®20210A%e la protrombina como factor de riesgo de
trombosis arterial so.

De Stefano y cols, investigaromia présencia del polimorfismo G20210A en 72 sujetos con ACV
isquémico menores de, 50mands y sin factores de riesgo tales como hipertension e
hiperlipidemia, compafandolos, con 198 controles. Ellos encuentran en los casos 7
heterocigotas (9,7%)yy 23h0mocigotas (2,7%) y en los controles, 5 heterocigotas (2,5%). El
odds ratio (OR) para Strekelisqguémico asociado con ser portador de la mutacion fue 5.1 (95%
IC 1,6 a 16,3). Elngenotipo heterocigoto fue asociado con 3,8 veces mas de riesgo
incrementadg para isquemia cerebral (95 % IC 1,1 a 13.1)s1.

Hay multiples estudios que demuestran asociacion entre los polimorfismos factor V Leiden y la
protrembina G20210A con el stroke isquémico y también otro grupo de investigaciones con
restltades negafivos para dichas alteraciones genéticassz (anexo 1). Las explicaciones entre
estasydiferencias basicamente las atribuyen a la metodologia empleada en los estudios:
difekentes gooblaciones, en algunos casos pequefios tamafios de muestra, dificultad para
evaluar el'verdadero fenotipo del stroke e inclusion de pacientes de diferentes edades.

Polimorfismo C677T de la enzima 5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa y la
Hiperhomocisteinemia.

Algunos estudios epidemiolégicos muestran que un incremento minimo de las concentraciones
de homocisteina estd asociado con un riesgo aumentado de sufrir ACV, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades vasculares (trombosis venosas y arteriales, problemas
coronarios, estenosis)ss.
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En la década de 1970, apareci6 el primer trabajo que relaciona la hiperhomocisteinemia
plasmatica con un aumento de riesgo para aterotrombosis. En 1984, se publicé el primer
trabajo que sefiala a la hiperhomocisteinemia como un factor de riesgo independiente de ECV
arterial y venosasas.

La hiperhomocisteinemia produce trombosis de los vasos a través de un doble mecanismo;
favorece la aterogénesis o formacidn de placas de ateroma y altera la funcion de la pared de
los vasos favoreciendo la trombogénesis, sin producir alteraciones morfolégicassa.

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedadigerebrovascular.

El aumento de homocisteina plasmética puede deberse a causasnadquiridas como
hereditarias. Dentro de las primeras destacan la deficiencia de acide, folico, Witamina B12 y
vitamina B6, vitaminas involucradas en la conversidon de homocisteina a mietionina u otros
compuestos menos téxicos; también, falla renal, hipotiroidismo y, drogaS como’el metotrexato,
teofilina y fenitoina, conducen a un estado de hiperhomocisteinemiaas,zss.

Las causas hereditarias se deben a la alteracion de algunas enzimas que estan involucradas
en el metabolismo de la homocisteina. De ellas, esgde destacarla mutacion genética mas
comin de la hiperhomocisteinemia; el polimorfismay C6%/T del gen de la 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)s3,3s.

La enzima MTHFR es la encargada de catalizaila‘c¢onversion del 5,10- metilentetrahidrofolato
a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), el cual es,la prinCipal forma circulante de folato usado en
muchas vias bioquimicas, como por gjemplo, al comportarse como un co-sustrato para la re-
metilacion de la homocisteina haciagnetionina y otfos compuestos, y también es usado para la
sintesis de nucledtidosss, s7.Brevemente, [aR5-MTHF, la forma metilada del folato, provee la
molécula de carbono que es usada, parayconvertir por ejemplo, la homocisteina en metionina,
una reaccion catalizada por laymetionina“sintetasa. La re-metilacion de homocisteina hacia
metionina es un importante Paso en la red metabdlica que regula la biosintesis de nucledsidos,
la metilacién del ADN, groteinas ylipidos, y los niveles de homocisteina y metionina. Esta red
metabdlica es complejay,s€ vale de multiples activadores e inhibidores. La evidencia crece
indicando que la actividad nermal de la MTHFR puede contribuir a mantener el pool de folato y
metionina circulantey,prevenir un exceso de homaocisteina; contrariamente, una actividad baja
anormal de la MTHFR; puede llevar a bajos niveles de folato circulante, baja disponibilidad de
metioninagy, altes niveles»de homocisteinasz.

Goyette yeol. Definieron la estructura del gen humano de la MTHFR, el cual esté localizado en
el ¢romasoma lsen la posicion 1p36.3, con una longitud de 2.2 kilobases y compuesto de 11
exones,. El principal producto del gen de la MTHFR en los humanos es una proteina
cataliticamente activa de 77-kDass,37.

ENY995, Frosst y col. identificaron la mutacion de un solo par de bases en el cual se sustituye
una citosina por timina en el nucleétido 677 del gen de la MTHFR, esto produce el cambio de
un residuo de alanina (GCC) por una valina (GTC), originando Ala223Val dentro del dominio
catalitico de la enzima MTHFR. Esta alteracion crea un sitio de restriccion denominado Hinf | y
es responsable de la sintesis de una forma termolabil de la MTHFRss, 36, 37,3s.

La mutacion en los estados homocigotos o heterocigotos correlacionan con la actividad
reducida de la enzima y termolabilidad incrementada. Funcionalmente, la proteina codificada
tiene una actividad enzimatica reducida a 37°C o mas, de tal manera que a la mutacion C677T



DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS Y TRES MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A TROMBOSIS
EN LA ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

se le llama frecuentemente, “termolébil”. Por ejemplo, muestras de homocigotos C677T tenian
una actividad disminuida de la MTHFR al 50 0 60% a 37°C comparado con controles tratados
de forma similar; es mas, la actividad de la enzima disminuia a un 65% cuando la temperatura
subia a 46°C. Los heterozigotes se encuentran en el rango intermediosz,ss.

El alelo C677T causa una disfuncién enziméatica no  severa que resulta en
homocisteinemia moderada mas aln en personas cuyo estatus de folato no es
Optimo; el folato actlda estabilizando la enzima termolabil actuando en consecuencia
sobre los niveles de homocisteina. También se ha reportado la correccion, de una
hiperhomocisteinemia moderada por tratamiento con &acido fdlico en individuos con
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enfermedad vascular prematura y portadores de la mutacién de laayMTHFRytermolabil. En
consecuencia, Frost y col. concluyeron que esta mutacién podriatepresentar un importante
factor de riesgo genético en la enfermedad vascular ss, 37, 3s.

La prevalencia global del alelo C677T no ha sido establecida“eon precision pero parece diferir
a través de las poblaciones. La frecuencia del alelo tienefangos que van desde menos del
10% en algunos grupos de africanos del Africa subfSahariana ‘ymalgunos negros de origen
africano que viven en América, a un 40% o mas entrejhispanos de California e Italianos
respectivamente s7,3s.

Polimorfismo C677T de la MTHFR y&u felagion,con ACV

La comprension de los efectos de |afenzima"MTHFR sobre la salud y la enfermedad aun
presenta brechas criticas. El rol de fa mutaciéon de la MTHFR en la patogénesis del ACV esta
aun en debate. Varios estudiosdle aseciant¥eon un riesgo incrementado para enfermedades
particulares, como las cardiovasculares oylas malformaciones congénitas o el ACV37. Aunque
es una mutaciéon que ocugre muy freeuentemente en la poblacion normal y adn no ha sido
probado como factor de giesgg'sighificante, podria ser un factor patolégico aditivo junto a otras
condiciones relacionadas a estados pro-coagulantes40,37.

Salooja y col. enwn estudio%edlizado en Londres no encontraron diferencia significativa entre
pacientes con€ACV,isquémico y el grupo control, respecto a la frecuencia del genotipo
mutante41. A difésencia del estudio realizado por Topic y col. en Croacia quienes hallaron
asociaciomsignificativa entre el polimorfismo genético de MTHFR y el ACV, sugiriendo un alto
riesgo del eventottrombotico en aquellos sujetos homocigotos42. Una revision de metaandlisis
realiZada per Kim y col. indica que las anormalidades genéticas especificas para factor V de la
coagulacién,pretrombina y el metabolismo de homocisteina incrementan el riesgo para infarto
miocardicoy, ACV isquémico, particularmente entre pacientes jovenes y mujeres43.

El estudio realizado por Pezzini y col. investigd el efecto acumulativo de la presencia de los
polimérfismos protrombina 20210A, del FV Leiden, el MTHFR C677T y el e4-transportador del
gen de la apoliproteina (APOE). Sus resultados presentaron el efecto sinergistico y una
relacion gen-dosis de estos polimorfismos en la patogénesis de ACV en jovenes3b.

Es por ello que se considera importante conocer en nuestra poblacién si la existencia del
polimorfismo C677T de la MTHFR constituye un factor de riesgo para el desarrollo de eventos
trombdéticos a nivel cerebro-vascular. En nuestro pais, al momento, no se ha realizado ningln
trabajo de casos o epidemiolégico que relacione el ACV con el polimorfismo C677T de la
MTHFR, por lo cual, este trabajo de investigacion constituiria el primer estudio de esta
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naturaleza para evaluar la asociacion entre la presencia de este factor genético de riesgo a
trombosis y el evento clinico de trombosis cerebral.

VII. Objetivos Generales y Especificos

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de anticuerpos antifosfolipidos y/o mutaciones genéticas que
predisponen a trombosis en pacientes con enfermedad cerebrovascular OBJETIVOS
ESPECIFICOS

Investigar la presencia de aFL anti-cardiolipina, anti-4cidofosfatidico, anti-fosfatidilin@sitol, anti-
fosfatidilserina y anti-beta2glicoproteina | (H2GPI) de isotipo 1gG e IgM mediantg” pruebas de
ELISA en pacientes con Enfermedad Cerebrovascular (ECV).

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la,enfermedad cerebrovascular.

Determinar mediante la técnica de Reaccion en cadena de la Rolimerasa’(PCR) y Digestion
con Enzimas de Restriccion (RFLP) la presencia de los fagtoresggeneticos de riesgo: FV
Leiden, Protrombina 20210A y el polimorfismo C677T dela Metiltettahidrofolato reductasa en
pacientes con ECV. Evaluar si los anticuerpos antifesfolipidoswy/o los factores genéticos
estan asociados con riesgo trombatico en los eventos cefgbrovasculares.

VIIl. Metodologia

14

TIPO DE ESTUDIO
Este es un estudio analitico, prospectivoy, de casos y controles.
DEFINICION DE CASOS

El grupo de casos fue gonfofmade, por pacientes con diagnostico de ACV isquémico que
cumplieron los siguientes critekios de inclusién y de exclusion:

Criterios de In€lusion

Pacientes, conWACY, confirmado por tomografia axial computarizada (TAC) y/o resonancia
magpética (RM)\sin factores de riesgos tradicionales de enfermedad ateroescleroética,
arterigesclerotica”y cardioembdlica (dislipidemias, hipertensién arterial, diabetes mellitus,
tabaguismo,alcoholismo, fibrilacién auricular), de 18 a 60 afios de edad.

Aeeptacion de inclusion en el estudio, firmando el consentimiento informado por parte del
paciente o un familiar directo.

Criterios de Exclusion

Presencia de factores de riesgo tradicionales de enfermedad ateroesclerética,
arterioesclerética y cardioembolica (dislipidemias, hipertension arterial, diabetes mellitus,
tabaquismo, alcoholismo, fibrilacion auricular), uso de anticonceptivos e
inmunosupresores, pacientes con procesos infecciosos (cardiopatia infecciosa,
hepatopatia cronica, HIV), portadores de otras enfermedades autoinmunes como LES,
gestantes, drogadictos, post-quirdrgicos y pacientes en reposo prolongado.
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DEFINICION DE CONTROLES

El grupo de controles fue conformado por personas sanas con edades de 18 a 60 afios de
edad, sin historia de ACV precedente, ni eventos tromboéticos arteriales o venosos. Fueron
donantes de sangre del Hospital Nacional Cayetano Heredia o personas naturales
interesadas en participar del estudio, escogidos de forma secuencial.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

El consentimiento informado fue aprobado por el Comité de Etica deN& Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Instituto Nacional de Salud, Hospital NacionakCayetanofHeredia y Hospital
ESSALUD Edgardo Rebagliati Martins.

PARTICIPANTES Y LOCALIZACION

Entre enero del 2005 a Mayo del 2007 fuerdon captados®un total de 33 pacientes con
diagnostico de ACV de causa no determinagda, atendidos en el Hospital Nacional Cayetano
Heredia y el Hospital ESSALUD Edgardo R€bagliati Martins. Los 92 controles fueron donantes
en el Banco de Sangre del Hospital Cayetang Hekedia y sujetos sanos que voluntariamente
quisieron participar del estudio. La investigacion, s€ ejecuté en la Seccion de Inmunologia —
Departamento de Microbiologia — Facultad, de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia.

TOMA DE MUESTRA

A cada sujeto caso o control,se“le tomé la muestra de sangre periférica por venipuntura. Para la
toma de sangre se us@, 24ipos de tubos vacutainer; uno que contiene solucidon anticoagulante
K3EDTA 15%, 7,0amL pata elprdceso de extraccion de ADN, y otro tubo vacutainer sin aditivos ni
anticoagulante de,5 eeparallas pruebas inmunolégicas (Becton Dikinson, Germany) 44.

La muestraide Sangreyse obtuvo después del infarto cerebral, en el transcurso de una semana en la
mayoriafde los cases ycon un tiempo méximo de 15 de ocurrido el evento (periodo agudo).

Luégo dey20%miputos de reposo, los dos tubos fueron centrifugados por 10 min a 2500 rpm. Los
sueros fueren alicuotados y el buffy coat separado inmediatamente. Todo fue
almacenadora -20°C hasta su procesamiento.

TAMIZAJE DE ANTIFOSFOLIPIDOS

El suero de cada paciente o control fue procesado para evaluar cuatros tipos de AFL de isotipo IgG
e IgM por el método de ELISA, usando un kit de diagnéstico disponible comercialmente (Orgentec®
Diagnostika Gmbh, Mainz Germany). Se elaboré una curva de calibracion empleando los
estandares contenidos en el kit por duplicado, y luego se procesaron los sueros de los pacientes o
controles siguiendo las indicaciones del productor. En breve, el suero colectado fue agregado en
placas de microtitulacién que contenian una mezcla altamente purificada de los fosfolipidos
cargados negativamente: cardiolipina, fosfatidilserina, acido fosfatidico y fosfatidilinositol (Anti-
Phospholipid Screen Ogentec® Diagnostika). Debido a que los antifosfolipidos requieren H2GPI
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como cofactor para la union, las microplacas estuvieron saturadas con H2GPI. Los calibradores
incluidos en el kit contenian concentraciones de AFL en un rango de 0 a 100 U/mL. En cada pozo
se adicion6 100 ~L de cada uno de los calibradores, controles negativo y positivo y las muestras de
pacientes previamente diluidas 1:100 en buffer de dilucién provisto en el kit. Después de 30 minutos
de incubacién a temperatura ambiente (20 a 28°C), las microplacas fueron lavadas tres veces con
el buffer de lavado provisto en el kit. Luego se afiadi6 100 ~L de conjugado de peroxidasa de
rdbano picante anti-lgG humano (o anti-lgM humano segun corresponda). Después de 15 minutos
de incubacion los pozos fueron lavados tres veces y se dispensé 100 ~L de sustrato cromégeno
conteniendo TMB (3,3°,5,5 tetrametilbenzidina). Luego de 15 minutos en la oscuridad se procedié
a parar la reaccion

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedadcerebrovascular.

adicionando 100”"L de solucién de acido clorhidrico 1 M. La densidad éptica de cada muestra
fue leida con filtro de lectura de 450 nm y con filtro de refefeqcia ‘de 620 nm con equipo
semiautomatizado Brios SEAC ®Radim Diagnostics. Italia.

Después de promediar las densidades 6pticas de los calibraderes se graficaron las curvas de
calibracion para IgG e IgM ploteando los datos de €ada un@ydelos calibradores versus la
concentracion, posteriormente se evaluaron las cancentracignes'de AFL de las muestras. Los
controles de calidad que se realizaron en cada e@rrida fueron:

- Las densidades Opticas de los estdndares usadosyengla curva de calibracion debian ser A
<0,150 y F >1,300.

- El rango de los controles positivos (30250 U/mi), ysnegativos (<5 U/mL) del kit cumplieron con
los limites establecidos en el inserte.

- Todas las muestras se corrierefi porduplicado y el error estdndar no debia ser mayor al 5%,
para dar por valido el resultado.

Tal como indica la compafifammanufacturera el sistema de ensayo esta calibrado en
comparacion al suero de referencia de anticardiolipina reconocido internacionalmente por E.N.
Harris (Louisville, KY,USA)s. “Fueron considerados como positivos los sueros con
concentraciones @10 WUimL"para los antifosfolipidos con isotipos IgG e IgM. También suelen
ser expresados, com@, unidades GPL o MPL (para IgG e IgM respectivamente)
correspondiénte a'd ugknL de ACA.

ENSAYQ@S DE CARACTERIZACION DE ANTIFOSFOLIPIDOS

Cada unoydel@s sueros que resultaron positivos en el test de tamizaje fueron ensayados por
separado usando un ELISA estandarizado disefiado para cuantificar anticuerpos IgG e IgM
dirigidos%contra cada uno de los fosfolipidos cargados negativamente: cardiolipina,
fosfatidilserina, acido fosfatidico y fosfatidilinositol (Anticardiolipin 1gG/IgM, Anti
phosphatidylserine 1gG/IgM, Anti-phosphatidic acid 1gG/IgM and anti phosphatidylinositol
IgG/IgM  Orgentec® Diagnostika). Las microplacas estaban fijadas con antigenos
altamentepurificados y saturadas con H2GPI como cofactor para la unién. Siguiendo las
pautas del fabricante se realiz6 el procesamiento de las muestras de manera similar al descrito
para los ensayos de screening, pero especifico para cada anticuerpo.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE Anti-<2GPlI, IgG e IgM
Para la medicién cuantitativa de anticuerpos contra H2GPI, usamos el kit de ELISA disponible
comercialmente llamado Anti-beta2-Glycoprotein | 1gG/IgM (Orgentec® Diagnostika Gmbh.



DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS Y TRES MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A TROMBOSIS
EN LA ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

Mainz Germany). Los pozos de la microplaca cubiertos con antigenos altamente purificados de
H2GPI fueron cargados con los calibradores o estandares por duplicado con el fin de realizar
una curva de calibracion para IgG e IgM. Los calibradores usados fueron de 0, 6.3, 12.5, 25,
50 y 100 U/ml. Se emple6é 100”°L de los calibradores, controles y suero diluidos 1:100. La
incubacion se realizé a temperatura ambiente (20- 28°C) por 30 minutos en la primera fase.
Después de realizar 3 lavados con buffer PBS, se agregdé 100 ~L de conjugado conteniendo
policlonal de conejo anti IgG o IgM humano marcado con peroxidasa de rabano picante. Se
incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, se efectuaron 3 lavados y se adicioné 100 AL
de sustrato cromogeno TMB. Al finalizar los 15 minutos de incubacion en la oseuridad se
detuvo la reaccion con &cido clorhidrico 1 M. Finalmente se realizo la lectura a 45@nhn1ieon filtro
de referencia de 620nm. Los valores normales fueron b8U/mL y positivos >8U/mL.

Agapito D. y col.
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POLIMORFISMOS GENETICOS

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizd a partir de 7 ghl%de Sangre anticoagulada por el
método de “salting out” descrito por Miller y col. 46. Medignteyus@ de SDS, Proteinasa K, NaCl y
precipitacidn con etanol absoluto.

Deteccién del Factor V Leiden

La presencia del factor V Leiden fue determinadayper el método de PCR-RFLP. Se realizo la
estandarizacion de las condiciones 6ptimas’y “eiclos, termales de las reacciones de PCR. El
volumen final fue de 30 ~L, conteniendo10 mM deybuffer de reaccionlx, 2 mM de MgClz, 156
"M de cada ANTP y 1 U de AmpliTag DNA“polimerasa (Gene Amp PCR Core Reagents,
Applied Biosystems, New Jersey WSA){Los primers descritos por Coensr (Integrated DNA
Technologies, Inc. Miami USA) s€ usaron ‘a,la concentracion de 1”M,. El primer forward fue
una secuencia de 5° GGA ACA"ACA CCA TGA TCA GAG CA 3’y el primer reverse tuvo una
secuencia 5° TAG CCA GGAZNGACKCTA ACA TGT TC 3. Se us6 50 a 100ng de ADN
gendmico.

Las condiciones programadas del PCR en el termociclador (Gene Cycler Termal Cycler Bio-
Rad) fueron: denaturacién miciat a 94°C por 4 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 30s, 61°C
por 30s, 72°C per 30syslatextension final a 72°C por 5 min, las cuales fueron consecuencia de
modificaciones deyla metodologia descrita por Coen y col. El productoamplificado de 287 pb (5-
10 ~L) fueadigerido“por 4 horas a 37°C con 5U de la enzima de restriccion Mnll (Fermentas
UAB, Lithuania) w2”ls'de buffer de digestion 1x, de acuerdo a las indicaciones proporcionadas
en eltinserto. El producto digerido fue separado por electroforesis en gel de agarosa grado
biologia®molecular al 3% (Sigma), tefiido con bromuro de etidio y analizados bajo luz UV.
Guando seidetectd la presencia de la mutacion, la corrida fue confirmada con la repeticion del
procesonde/PCR-RFLP.

Enfupna persona normal se producen fragmentos de 157, 93 y 37 bp. La mutacién de guanina
(G) a adenina (A) (Posicién del nucledtido 1691) en el coddn para arginina (Argsos) resulta en la
pérdida de un sitio de clivaje que produce fragmentos del57 y 130 pb en individuos
homocigotas y bandas de 157, 130, 93 y 37pb en los individuos heterocigotas.

Deteccion de Protombina o Factor li G20210A

Se analiz6 mediante PCR-RFLP. La amplificacion fue realizada en un volumen de reaccion de
30 AL de una mezcla conteniendo: 10 mM de buffer de reaccién 1x, 2.0 mM de MgClz, 156"M
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de cada dNTP, y 1 U de AmpliTaqg polimerasa. Los reactivos fueron provistos en el kit Gene
Amp PCR Core Reagents-Applied Biosystems, New Jersey, USA. Se us6 1 *M de cada primer.
y 50 a 100 ng de ADN gendmico. Los primers descritos por Poort et al s fueron: 5-TCT AGA
AAC AGT TGC CTG GC-3' (Forward) y 5’ATA GCA CTG GGA GCA TTG AA* GC-3
(Reverse), donde el asterisco indica el primer especifico para el alelo mutado. Las condiciones
de PCR fueron estandarizadas previamente en el laboratorio como se detalla a continuacion:
denaturacién inicial a 94°C por 4 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C
por 30s y la extension final a 72°C por 5 min. Después de la amplificacion se obtuvo un
fragmento de 345 pb y 5-10 ~L del amplificado fue digerido por 4 horas a 37°C congZl0 a 15 U
de la enzima de restriccion Hind Il (Sigma-Aldrich, Inc Missouri USA) y 2.5"L e huffer de
digestion 1x. El alelo normal carece de sitio de restriccién para la Hind 11l y generay,solamente
un fragmento de 345 pb. Un nuevo sitio para Hindll (-A/AGTC) introducido

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la_ enfermedad ‘cerebrayascular.

Dentro del fragmento amplificado del alelo mutante, produce dos flagmentoside 322 y 23 pb
(homocigota). Los individuos heterocigotas exhiben ambos preductosfde“digestion normal y
mutado (345, 322 y 23pb). Se uso un control positivo para la‘mutacién factor V y factor |l
gentilmente donado por la Dra. Desirée Cohen (Croacia).

Deteccion del polimorfismo C677T de la MTHFR

La deteccion de la variante C677T se detéctd por PER-RFLP. El procedimiento de
amplificacion de PCR fue adaptado del empleade por Ksiafek y col.ss realizando algunas
modificaciones tal como se detalla a continuaciong, el volumen de reaccion de amplificacion
fue de 30 uL consistente de 50 ng de ADNygendmicef Buffer de PCR a 1X, 200 uM de cada
DNTPs, 0.8 uM de cada primer y 14, de TagyPolimerasa (Gene Amp PCR Core Reagents-
Applied Biosystems, New Jersey, USA)yLa mez€la de reaccion fue colocada al termociclador
(Gene Cycler Termal Cycler Big-Rad) pom4 minutos iniciales a 94°C, seguido por 30 ciclos
de 1 minuto de desnaturalizaCioh,a 942C,s1 minuto de alineamiento a 56°C y 2 minutos de
extension a 72°C, con una extensi@n final de 7 minutos a 72°C. Se obtuvo un fragmento de
198 bp, que fue visualizade,enygel ‘de agarosa al 1% en 0.5X TBE mediante tincién con
bromuro de etidio.

La secuencia de primerssusadaes para la amplificacion, fueron descritos por Frosst y col.ss
siendo el Primer Forwards' TEA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA3'y el primer Reverse:
5'AGG ACG GTGEGGNLGA GAG TG 3, que flanquean la secuenciacompleta del producto
de PCR de 198, phy E} fragmento de ADN obtenido fue digerido con la endonucleasa de
restriccign Hinf |1, "ala‘¢oncentracion de 4U por cada 5 ul del producto de PCR, 2uL de buffer
de digéstion Ixyy 0:;2uL de BSA durante 4 horas a 37°C. El alelo normal carece de sitio de
restriccion pata la'Hinf 1 y genera solo un fragmento de 198 pb. La presencia de la mutacion
cfeaunysitig,de‘restriccion para Hinf |, dando dos fragmentos de 175 y 23 pb (homocigotos) y
L osyindividuos heterocigotas exhiben ambos productos de digestion normal y mutado (198,
I%5 ya23pb). Los fragmentos de ADN fueron separados por electroforesis en agarosa grado
biolegia molecular al 3%(Sigma) y visualizados a luz UV.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el calculo del N muestral se recurrié a la formula habitual para determinar el tamafio
muestral minimo necesario para la comparacién de dos proporciones, con un intervalo de
confianza de 95%, donde la frecuencia de exposicién entre los casos fue del 20% y la
frecuencia de exposicion entre los controles vari6 del 2 al 8%, obteniendo un “n” muestral de
16 casos versus 80 controles guardando una proporcién casos/control de 1:5.
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Los datos fueron analizados mediante la prueba de independencia de chi-cuadrado y Fisher’s
para detectar asociacion entre las variables de estudio y el ACV. El valor de p<0.05 fue
considerado estadististicamente significativo.

El riesgo relativo de las variables en estudio con la presencia de ACV fue evaluado con Odds
ratio. La prueba de regresion logistica fue usada para correlacionar el total de las variables
(nivel de los anticuerpos, cofactor y polimorfismos genéticos) con el ACV y determinar como
influyen en la probabilidad de presentar o no el evento cerebrovascular.

IX. Resultados
El presente estudio es una investigacion para la evaluacion de nuevos factoregydetiesgoypara
el ACV, auspiciado por el Fondo Concursable del Instituto Nacional de Salud.

Agapito D. y col.
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(Proyecto de Investigacion: 2-04-34-04-056). El protocolo de estudio fue revisade y aprobado
por el comité de investigacion y ética del Instituto Nacional de Salud yyaprobado por los
comités de ética de los hospitales participantes y la unidad“Operativa (Hospital Nacional
Cayetano Heredia, Hospital ESSALUD Edgardo Rebagliatti, Maxtinsy, Universidad Peruana
Cayetano Heredia). Ambos grupos de estudio cumpligkon seon{firmar el consentimiento
informado 0, en los casos que existia trastorno de cénciencia “ewafasia severa, el familiar a
cargo firmo el consentimiento.

SUJETOS DEL ESTUDIO

Los casos y controles fueron reclutados desde Enero del 2005 a Mayo del 2007.

Se incluyeron 33 casos, de los cdalesy23 fueron mujeres (69,70%) y 10 fueron varones
(30,30%). Los pacientes fueron di@gnasticados con ACV isquémico y fue basado en resultados
de TAC (60,6%), RM (12,1%) 6 ambostipos de prueba (27,3%). Para definir la causa de su
enfermedad fueron evaluados, mediante” estudios auxiliares como doppler, angiografia,
arteriografia, ecocardiograffapelectroeneefalografia, electrocardiografia, rayos X de térax, test
de microburbujas, estudio deiguidescefalorraquideo, estudios de laboratorio para determinar
alteraciones en la caagulagion (T, TTP, fibrindgeno), colesterol — HDL — LDL — triglicéridos,
proteina Cy S (en el 15% de, los pacientes), homocisteina sérica (en el 30% de los pacientes),
hemograma, serologia para VDRL, VIH, hepatitis B y C, glucosa, entre otras pruebas. Ninguno
de los pacientes tuvo'pruebas serolégicas positivas, ni trombocitopenia.

Los controles fuekon 92 sujetos sanos (de los cuales 43,48% fueron mujeres y 56,52% fueron
varopes) eonformado por 60 donantes del Banco de Sangre del Hospital Cayetano Heredia, 10
vollintaries Sanos captados en la ciudad de Ica y 22 sujetos universitarios de la ciudad de Lima
gue ‘aceptaron participar del estudio, con similares caracteristicas al grupo de pacientes y con
resultades segativo para VIH, VDRL, HCV, HBV, HTLV y Chagas.

Adigionalmente, se consignaron los datos clinicos de los casos en una ficha elaborada para
esta investigacion (Anexo ).

La mayoria de pacientes y controles fueron de raza mestiza (90.90% y 95,65%
respectivamente). La edad promedio en los casos fue de 37,5 afios (DS £10,45) y en controles
fue de 34,76 afios (DS +10,25). La edad predominante en los pacientes fue de 40 a 50 afios y
en los controles de 20 a 40 afios. En relacién al sexo se observo que lasmujeres tienen mayor
probabilidad de presentar ACV que los hombres, por cada 2 mujeres se observa 1 hombre,
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donde los hombres tienen 0,666 veces menos probabilidad de presentar ACV (nivel de
significacion 0,010) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de edad, sexo, raza de casos y controles

Casos Controles
(n=33) (n=92)

Edad Media (DS) 375 (£10.45) 34,76 (210.25)
Mujeres, % il 43.5
Hombres, % 30.3 hE.5
Raza Mestiza, % 90,90 9565
DS indica desviacion estandar, *P=0,010
Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asoci %cerebrovascular.

ientes, el 60,6 % de los

Ademads, en lo que concierne a los antecedentes personalesge |
casos presentd cefaleas, 30,3% insomnio, 27,3% artr 5, V previos y 12,1%
sincope. Dentro de los casos, el 30,43% de mujeres n‘antecedentes de abortos.
Con respecto a los antecedentes familiares, el 18,1% 0S ostefirié tener familiares que

sufrieron ACV y el 17,39% de las mujeres (4/23)<v,ieron tecedentes familiares de abortos.

(Tabla 2).

=N
Tabla 2. Antecendentes personales y familiares de casos con ACV /

Casos (n=33)

Antedentes personales

Cefalea % 0.6

Insomnio, Y 303

Artralgias, % 273

ACV previos, Y% 15.2

Sincope, % 121

Abortos, % 0.4
Antecedentes familiares

ACV, % 181

Abortos, % 17.4

A
ANTIF OMS

pacientes con ACV de causa no determinada, evaluados en la prueba de
9,1% (3/33 pacientes) fueron positivos para AFL-IgG. En el grupo control se
a positividad del 3,3% (3/92 controles) para AFL-IgG. En los controles, los titulos de
erpos alcanzaron rangos de 14,5 a 38 U/mL con un promedio global de 26U/mL (6
26 PL), mientras en los pacientes los titulos fueron de 18,44 a 34,65 U/mL, con una media de
26,5 U/ml (6 26,5 GPL) (Tabla 3). Ningun caso ni control resulté positivo para AFL IgM.
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Tabla 3. Porcentaje de AFL IgG en casos y confroles

Porcentaje Rangos

Grupo de estudio AFL IgG Frecuencia (%) AFL WimL
Control Negatives 89 95,7 0.50- 488
Fositivos 3 13 145-38.0

Total 82 1000
Casos Negativos 30 a0 o 0,10 - 568
Positivos 3 61 18,44 - 34 65

Total 33 1000

Positive 210 UimL (@ = 10 GPL)
Megativo < 10 LimL (9 <10 GPL)

Al realizar la caracterizacion del tipo de AFL se identific6 que
encontradas en los casos presentaron todos los anticuerpos evaluac
(AAF), anti-cardiolipina (ACA), anti-fosfatidilinositol (AFI) y anti-f
de 13-46 U/mL. En los controles se observd que sélo S
anticuerpos (Tabla 4).

S positivas
ido fosfatidico

presentd todos los

Agapito D. y col.
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Tabla 4. Caracterizacion de antifosfolipidos en casos y controles

Casos | Controles ACA AFS AFI AAF
UmL WmL UlmL UimL
Cazo 1 430 36,0 33,0 46,0
Caszo 2 220 11,3 15,0 13,0
Caso 3 130 15,0 135 14,0
Control 1 135 8.0 a0 210
Control 2 k] 220 20,0 50,0
Control 3 a0 6.3 70 25,0
Positivo > 10wmL
ACL - Anticardiclipina AFl = Anti-fosfatidilinositol
AFS - Anti-fosfatidilserina MAF - Anti-acido fosfatidico

A%

A
obs on resultados positivos para anti-H2GPI IgM en 6,1 % de los casos versus 4,3%

egistrado en los controles (Tabla 5).
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Tabla 6. Anti-B2GPI IgG en casos y controles

Grupo de Porcentaje
estudio B2 GPI IgG Frecuencia (%) B2GPI UimL
Control Negativos 86 835 017-542
Positivos [ 6.5 35,28 - 100,0
Total a2 1000
Casos Megativos 20 a7 e 0,10-4.28
Positivos 4 12.1 &89 -850
Total 33 100,0

Positive = & LiimL

POLIMORFISMOS GENETICOS @

Factor V Leiden y Protombina (Factor Il) G G20210A

En el grupo de individuos sanos no se identificéd ningun poli
gen del factor V y el gen de protrombina. En los pacientes,
para el factor V Leiden G1691A y ninguno fue de gen he

N

Anticuerpos ‘@antifesfolipi marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.

ism gtico para el
%)fue homocigota
to (Figly 2). En

contraste, la heteroci
encontré en 3/33 pacien

ida | polimorfismo del gen de la protrombina G20210A se
,1%),y ninguno fue homocigota (Fig 3 y 4).

Se observaron ge i mente elevados en fibrindgeno y tiempo de protrombina en los
pacientes don e ctaron los polimorfismos genéticos. Sin embargo, los analisis de
proteina ue males.

N
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157 ph
3 by

3T ph

S

Fig. 1 Gol oo slectofiovesis del procuch de PCR digerida con enzima e resticeidn hal |,
mostranco [os fragmentos 157, %2 v 27 ph correspondiemes al factor W normeEl AXA (carnill-6).
El caril 7 muesta el marcacior moecuar(Goopk v & caril #, & control necatvo.

AN

GG A A A ala AN ht

167 ph

120 ph 150 ph

100 ph

Fig 2 Geloe Blectofores!s ool producio de PCR digerco con enzima o2 restrizoon
Mnl |, mostanco os fragmentos de 167 y 130 corresoondientas al factor W Leiden
31651 A homocigota GG fen el pimar carel). A continuacion s okseran contoes
nonmales que presertan las bandas 167, 23 y 37 phy por Ulimo 2| rarcadcr
molecLlar de 7o ph.

N4

Agapito
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0 AR AdA Adfy hl FGR

3

345 pb
32 ph

¢ LIRIH

S

Fig. 3 al go eachaforesis cel produc de PCR dgenida oon enzima de redriceion Hind |, mostando
o fracrnentos de 345 y 322 i corraspanclentes 2l Factor || G20z10A heteradgota A4, © e cantrol
hetarde igots, A6 musstras de pacentes, Mes marcador malecdtr, PCR Producto de srpilicaciia gin
cigern, mosTanca un ragmeno de T45 b,

N

1 i b 4 b

245 pi

32 ph 345 ph

Fig. 1 Gal do electoinrass del prodiets o POR digatics con aniee e resticeiéen Hind 11],
mostrando o fragmentos de 245y 222 ph dal poltmariismo Fachor 1| G202 10A. El esiado
heterocigota es obsenvaco en lod carriles del 1 al 3. El estado homocigota para el aleo
normal es ohsarrado en los carrles dal 4 al &.

N

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.
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Polimorfismo C677T de la MTHFR

Para determinar si el polimorfismo C677T de la MTHFR esta asociado al evento de ACV de
tipo isquémico, se compar6 las frecuencias genotipicas de 33 pacientes con las de 92
controles. En la tabla 7 se muestra los datos del alelo polimérfico de la MTHFR analizado en
este estudio.

Tabla 7. Alelo polimérfico CE77T de la MTHFR

Nombre Cambio de Enzima Alelos
Mucledtido/aminoacido polimarfica
Palimaorfismio Cambio de Citosina por Hinf | fAslo 1(C )= 198ph
CB77T del gen Timina en el nuckedtide 677
delaenzima 98l gen de la enzima MTHFR Alelo 2 (T)= 175y 23 pb
MTHFR
El polimorfismo C677T de la MTHFR denota el cambio del nucled it atiminaen la

posicion 677 del gen de la MTHFR. El producto de PCR d
es un fragmento de 198 pares de bases (pb), el cual en

p badores utilizados
de'la sustitucion es dividido
de 175y 23 pb. El

ado (T/T) por la de una banda de 175

pb (Fig. 6) y los heterocigotos por IaN:ia d 5 dos bandas (198 y 175 pb) (Fig. 5).

A

< Fig. 5 Gel i agarosa al 3% teifico con bromuro de edoio mostance productos de FGR.

corresponcentes a un agrento del gen MTHFR despuds de la digasticn con Hinf . Del
pozo 1 al & se trueshan geins mitados hetorociotas (CT) con fracmenios de 198 y 178

it
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148 ph

178 200 ph

S

Fig. 63l de agarosa al 3% efido con bromura de efidio mostranda procucos de
PCR correspondioniz: 2 un fragmanto del geh MTHF R despus de 13 digesidn con

HIFt 1. Fozn 1 corresparce S Seln mutEdo hamocoto (T 1 75ph), pozos 2 v 2
muestan gleios normaes (245) con un fragmenio de 154 ph.

Se observé variacion en la presencia del polimogfismo Ceme la MTHFR, donde en el grupo
de los casos el 48,48% fueron pacientes noah s, el 18,18% heterocigotos y el 33,33%

homocigotos para el polimorfismo. En la pob! troles, se observo que el 50% fueron
sujetos sanos no mutados, el 27,17% hetero ,83% homocigotos (Ver Tabla 8).

Un solo paciente que presentab elo mutante homocigoto fue positivo también para
homocisteina elevada (valor de , rango de normalidad entre 5,0-18,0 nmol/mL)

.

Tabla 8. Frecuencia y riesgo relative del polimorfismo C877T MTHFR en casos y

controles.

Polimorfismo

CET7Tdela Paciente con Odds Ratio

MTHFR ACV N=33 Controles N=92  (95% CI) P
Homocigotn, n{%) T 11 (33,33) 21(2283)  22(0769)
Heterocigoto, 0,396
(%) T & (18,18) 25(2747)  07(0220) O
Mo mutado, ni%:) CiC 16 (48,48) 45 (50.00)
v

S vo la frecuencia de genotipos y alélica del alelo C677T del gen MTHFR en nuestra

poblacién de 125 peruanos: 33 casos y 92 controles. Los valores obtenidos para la variante
C677T fueron: Alelo 1 (C) =0.62, Alelo 2 (T) = 0.38. Ver Tabla 9.

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.
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Tabla 9. Frecuencias de genotipos y alélica del polimorfismo CE77T MTHFR en casos y
controles.

Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica*

CasosiControles  N°personas  TIT CiT CiC  alelo1(C) alelo2(T)

Casos 33 0,33 0,18 0,44 0,58 0.42
Confroles 82 0,23 0.27 0.50 0.64 0.35
Totales 125 0,62 0,38

VARIABLES DEL ESTUDIO ASOCIADAS CON LA TROMBOSIS EN PACIENTES
CON ACV ISQUEMICO

El analisis estadistico utilizado fue la regresion logistica, éste métodQ,nos.sirvio para evaluar la
asociacion entre la presencia de alguna de las variables estudiadas cony el desarrollo del
evento trombodtico en pacientes con ACV isquémico. Se obseryoNgue g’ existe asociacion
estadistica significativa entre la presencia de las variable§ en, loSyeases con respecto a los
controles. (AFL IgG p=0,179, anti-H2GPI de isotipo IgG_e 1gM p=0,308, polimorfismos Factor V
Leiden G1691A p= 0,264 y C677T de la MTHFR p=0,396).

En referencia al polimorfismo de la protrombina G20210A, destacamos la existencia de
asociacion entre este desorden genético y la_trombosis en pacientes que sufrieron de ACV
isquémico (p=0.017). No se pudo determinaf si éenstituye un factor de riesgo adicional para
este tipo de evento vascular cerebral por la ausencia de”este polimorfismo entre los

controles.

Adicionalmente, observamos 6 £asoS,queypresentaban resultados positivos para multiples
variables del estudio, destacandg, entre ellos un paciente de 19 afios de edad con 2
polimorfismos genéticos presentes (Factor 11 G20210A y C677T MTHFR) y antecedente de
ACV recurrente; y el casg de tina paciente de 34 afios de edad con presencia del polimorfismo
C677T MTFR y AFL — H2GPI, egn antecedentes de ACV y abortos recurrentes (Tabla 10).

Tabla 10. Casos de pacientes con presencia de miltiples variables de estudio

ACY Factar Il MTHFR
Edad Sexo Frevio  GH210A CaITT AFLIgG  B2GPlIgh  B2EPI IgG

Caso1 19 7] & CiT T - - -
Caso2 18 F no CiT . Elevado . Elevado
Casod 20 F no - T - Elevado

Casod 34 F & - T Elevado - Elevado
Caso5 56 F no . CiT - Elevado

Casof 30 [ no . CiT - . Elevado

Del registro de datos de los 33 casos con diagnéstico de ACV isquémico de causa no
determinada, el 96,97% de los pacientes tuvo un infarto cerebral a nivel arterial (25 casos con
ACV en la arteria cerebral media (ACM) y 7 casos con ACV en la arteria cerebral posterior
(ACP)). So6lo un caso (3,03%) presento un infarto cerebral del seno venoso.
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El aumento en la magnitud y gravedad de las ECV, ha sobrepasado todas las expectativas a
nivel mundialse. La identificacion de nuevos factores de riesgo para ACV es importante, la
prediccion del riesgo y su regulacion o modificacién es de potencial ayuda para reducir la
aparicion de futuros eventos. En la mayoria de los casos, los infartos cerebrales afectan a
adultos mayores de 60 afios, pero también existe un porcentaje importante de adultos jévenes
que desarrollan ACV. Es en ellos donde se debe considerar un diagndstico diferencial mas
amplio, porque que en algunos casos a pesar de un buen estudio etiolégico del eyento no se
logra conocer la causa, y se les asigna el diagnéstico de ACV de causa no determinadas

En los dltimos afios se ha realizado la pesquisa de causas poco frecuentes de AGY cemg@’son
las trombofilias genéticas (polimorfismos de genes protrombdéticos) o adquiridas (AFL). Si bien
se consideran de baja incidencia en relacion a las otras causas mas comunesyde ACV, el
numero de pacientes jovenes afectados se torna significativo. Ef” Auestiogestudio hemos
encontrado un 15,2% de casos con ACV recurrentes, en pacientes que/fluctian entre edades
de 18 y 50 afios.

A nuestro conocimiento, esta es la primera investigacionue ‘aborda el’tema de la presencia
de diversos tipos de AFL y mutaciones genéticas de tipo“factor V Leiden, protrombina
A20210G y C677T del gen de la MTHFR en paciéntes comyACYV isquémico de causa no
determinada. Esto hace imposible poder comparago con otr@s similares en nuestro medio.

Entre los analisis de AFL, las determinaeionesf de ACL y el AL han sido los mas
frecuentemente investigados como indicaddkes de,trombdsis arterial y venosa. La presencia de
éstos en ACV isquémico varia de 1 al 46% yael riesgo de trombosis en personas jovenes, es
ocho veces mayorso. Sin embargo, déhido al amplio rango de variabilidad en su frecuencia,
estudios previos han planteado la interrogante de si estos serian los mejores marcadores de la
presencia de trombosis o faltarigiindagar el“tol que cumplen otros fosfolipidos aniénicos y su
asociacion clinica con los eventos trembadticés cerebro-vasculares.

En nuestro estudio hemgs evaltade la presencia de diversos AFL aniénicos y anti-H2GPI en
pacientes con isquemia‘eerebralarterial o venosa sin causa determinada. A pesar de no haber
encontrado correlacidh, estadisticdmente significativa entre estas variables de estudio con la
trombosis a nivel‘¢erebral, heptos podido detectar la presencia de estos AFL anidnicos y anti-
H2GPI IgG aungue“ensunbajo porcentaje (9,09% de casos con AFL IgG, 12,12% con anti-
H2GPI 1gG% 9,09%%con anti-H2GPI IgM). Creemos que faltarian mas estudios que
esclarezeanysuwerdadero rol patogénico. Estos resultados también apoyan el concepto de que
los AFL%sepresentan” un grupo heterogéneo de anticuerpos y que ciertos pacientes pueden
preséntar tedosellos o sélo algunos en un determinado momento de su enfermedad.

Laypositividad detectada para anti-H2GPI en todos los pacientes con AFL positivos para IgG en
nuestro “estudio, sugiere el rol anticoagulante y procoagulante de la H2GPI aun no
completamente dilucidado, en la cascada de coagulacion. La neutralizacién del efecto
antiedagulante por los anticuerpos anti- H2GPI-AFL conferiria los estados protrombaoticos que
caracterizan a los incidentes trombéticos.

La mayor parte de los estudios de prevalencia en la literatura extranjera, muestran asociacion
significativa con la trombosis Sin embargo, los factores de riesgo ateroscleroéticos concurrentes
hacen dificil interpretar esta asociacion significativa. Ademas
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valdria la pena continuar tales investigaciones para asegurar el riesgo de recurrencia en estos
pacientes evaluados. Por otro lado hay que tener en cuenta que los estudios extranjeros en
ECV y trombofilias se basan en poblaciones que incluyen pacientes de edad avanzada, de
diferente raza y donde los principales factores de riesgo no han sido excluidos, por lo tanto
podrian aumentar la posibilidad de presentar ECV.

Los resultados que expone la literatura son controversiales. Mientras que algunos autores si
demuestran asociacion significativa otros; sugieren interpretar mejor los resultados, positivos,
habiéndose investigado cierto mimetismo molecular de diversos patégenos con lamolécula de
H2GPI unida a los fosfolipidos. Es importante también tratar de interpretafymejor los
resultados, de acuerdo al tratamiento y a los antecedentes clinicos de los pacientes. Segun
Bushnell y Goldsteinss, los falsos positivos o niveles séricos elevados de AFL, stelen’darse
también en edad avanzada, en partos multiples, artritis reumatoide e hipergamaglobulinemia.
Otra limitante podria ser el espectro de pacientes evaluados, dopde,la tnayeria pacientes
tienen SAS o LE y por lo tanto presentan mayor probabilidad de encentrakgpacientes con titulos
positivos de AFL.

Existe una serie de estudios sobre alteraciones hereditarias (€omayla deficiencia de antitrombina lll,
de proteina C y S) que han demostrado una clara asociagionientte la \presencia de éstas con el
aumento de riesgo de presentar trombosis. Sin embargof’las factores @e riesgo hereditario como el
Factor V Leiden y protrombina G20210A, son mas freCuentemente asociados con eventos
trombdticos. Nuestro objetivo en este estudio dlie evaluar“a asociacion de estos defectos
moleculares en pacientes con trombosis a nivelSgerebral sin factores de riesgo tradicionales.
Estudios previos muestran mayor prevalencigddetestas, dos, mutaciones en las trombosis venosas
que en las arteriales52. Lane y col.53 detectaren el factonV Leiden en el 20% de pacientes jovenes
con trombosis venosa profunda, en el 3% de trombosis arterial y en el 4,2% de caucasicos sanos.
Otro estudio realizado en la India, nofreparta ninglra de estas dos mutaciones en los controles.
Mientras que en los pacientes coprtrombosis, arterial, el factor V fue encontrado en 1/21 (4,7%
heterocigoto)54 La prevalencia parayel facter V Leiden es mucho menor en otros grupos étnicos. En
Argentina la frecuencia de indiYiduos“sanosts de 1,6-3%, en Chile 1,3%, Venezuela 1,6%, Costa
Rica 2%, ltalia: 2,5% y Espanag3,7%y, Existe la hip6tesis que esta mutacion se origind en
caucésicos de Europa Central ypguiesse ha extendido por migracion a otras partes del mundo55.

Nosotros en toda nuestra“poblacion de estudio, encontramos sélo una paciente de 22 afios,
portadora del FactorV Leiden‘de’tipo homocigota. Se ha estimado que el incremento de riesgo para
trombosis venosaydebide:al factor V Leiden es de 5-7 veces en portadores heterocigotas y 80 veces
para portadofes homocigotos de esta mutacién56. Segun Palomo y col.57 el factor V Leiden no
tendria mucha frecuengia en trombosis arteriales a nivel cerebral, pero parece si tener importancia
en mujefes jovenes, Afpesar de ello, en este estudio no encontramos correlacion entre la presencia
de la"mutagion factor V Leiden G1691A y la trombosis en pacientes con ACV isquémico. Sin
enmbargonguedasla posibilidad de indagar la frecuencia de otras mutaciones del factor V Leiden
tales ‘¢como“€ambridge y Hong Kong o tal vez realizar otros estudios a gran escala para realmente
aseguranlaghaja prevalencia del Factor V Leiden en nuestro medio.

Conyrespecto a la mutacion de la protrombina G20120A, nuestros resultados si evidencian una
correlacién entre la presencia de este polimorfismo y los ACV isquémicos. Los portadores
heterocigotas fueron pacientes jovenes (menores de 41 afios), donde se puede resaltar este
desorden genético en una paciente mujer de 18 afios de edad que ademas presentd positividad
para AFL y H2GPI, corroborando de esta manera que la trombosis es de causa multifactorial en la
que intervienen factores genéticos como adquiridos y por lo tanto deberian tomarse en cuenta para
ser investigados.
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Las prevalencias reportadas para la mutacién de la protrombina G20210A son diversas,
mientras algunos autores reportan asociacién significativa con el ACV isquémico en menores
de 50 afioss2, otros autores no encuentran asociacion estadisticamente significativa. Su
importancia en las trombosis arteriales aln no esta lo suficientemente clara. Algunos autores
sugieren que ademas podria ser un factor de riesgo para infarto agudo del miocardio.

Con respecto al polimorfismo C677T en el gen MTHFR, se conoce que es una causa
reconocida de hiperhomocisteinemia moderada. El nivel de homocisteina total en plasma
(tHcy) es un factor de riesgo candidato para ACV ya que diversos estudios clinicos indican que
al encontrarse niveles elevados se promueve la ateroesclerosis y la disfuncigh endotelial.
Muchos estudios epidemiol6gicos retrospectivos han reportado asociacion entge tHcy elevada
y ACV mientras que otros estudios epidemiolégicos prospectivos no demuestian suna
asociacion, ademas, la variabilidad preanalitica que afecta a la determinacién de homocisteina
y la multitud de factores dietéticos que pueden influir en los niveles de esta,sustancia hacen
probable que la valoracién laboratorial més fiable a nivel individualysea\eljestudio de las
mutaciones relacionadas a la hiperhomaocisteinemia, entre las cualesidestaca por su frecuencia
la mutacion C677T MTHFR. Surge la interrogante si es necesatig buscar liheas de evidencia
independientes que soporten la relacién entre tHcy y ACVss, sq.

En este contexto, la variante génica C677T MTHFR ha sido‘eonsiderada como un polimorfismo
genético candidato ideal para la predisposicion a ACM isquémico, es comin en muchas
poblaciones estudiadas a la fecha y su genotipo correlaciona altamente con el nivel de tHcy en
un modelo dosis dependiente. Sin embargo, 18§ estudios epidemiolégicos que examinan la
asociacion entre esta variante y ACV tambiéngepartah resultados contradictoriosss,so.

En nuestra experiencia preliminar se demuestta que no existe asociacion estadistica
significativa (p=0.396) entre la presenegia del pelimorfismo en los casos con respecto a los
controles. El riesgo de sufrir un A€V isguémico asociado al genotipo homocigoto T/T del
polimorfismo fue de 2,2 (95% |€, 0,726,9) "mostrando una tendencia positiva de asociacion,
pero sin alcanzar la significangia eStadisticas

Nuestros resultados conguerdamcon aquellos del metanalisis realizado por Kelly y col. quienes
reportaron un Odds Ratio (OR) de*1,23 (95% ClI, 0,96 — 1,58; p=0,1), demostrando una
modesta influencia del gefiotipo™T/T sobre el riesgo de ACV. A pesar de que dicho valor
tampoco alcanzégla significancia estadistica, resultados similares se han hallado en otros
metanalisis qué, conéluyen, una asociacion del genotipo homocigoto con el desarrollo de
enfermedades vaseularesss.

Sin embargo, existen otros estudios reportados en la literatura extranjera que demuestran
asogiagionyestadijsticamente significativa, citando entre ellos al metandlisis realizado por
Cronin y&colsegue evalué 32 estudios retrospectivos de disefio caso-control. Dicho estudio
demuestrajasociacion en un modelo dosis-dependiente, donde el OR estimado en
homecigetes T/T fue dos veces mayor que el observado en heterocigotes, sugiriendo una
mayorjinfluencia del alelo T sobre el ACV. Sus resultados son consistentes con estudios
europeos y asiaticos. Al estratificar la poblacion total dentro de la clasificacion decontinentes,
revelaron que el OR mas elevado fue el de Asia, sobrepasando al de Europa y al clasificar por
sub-grupos étnicos, los estudios provenientes de Italia y Japdn mostraron una asociacion
significativa, comparado con otras regiones. Se debe considerar que dentro de los estudios
evaluados se incluy6 solo 2 estudios sudamericanos provenientes de Brasil.
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Los autores sefialan que se requiere mas investigaciones para saber si este hallazgo es
debido a las diferencias poblacionales en la frecuencia del alelo T.

Para obtener el mejor resultado, el presente estudio enrolé pacientes adultos jévenes con
diagnostico de ACV isquémico sin factores de riesgo comunes, a diferencia del estudio
realizado por Li y col. s1 quienes captaron pacientes con presencia de factores de riesgo como
diabetes e hipertension, encontrando asociacion positiva entre el polimorfismo y el ACV
isquémico en un tamafio grande de muestras (>1800). Este tipo de estudio es controversial
debido a sus limitaciones en la metodologia de exclusidn, por las interacciones entke el factor
de riesgo evaluado y los factores potenciales de stroke.

Por otro lado, el desarrollo de una enfermedad compleja como el ACV puede deberse a
interacciones epistaticas de mas de un gen predisponente. De nuestros resultados” cabe
resaltar el caso de un paciente de 19 afios de edad con 2 polimorfismos genéticos,presentes y
antecedente de ACV recurrente (heterocigoto para Factor Il G20220A ‘yhomocigoto para
C677T MTHFR) como ejemplo de participacion de multiples factoresyde fiesgo, genéticos en la
etiologia del ACV.

La frecuencia de genotipos y alelos pueden ser diferentes entréngrupe$ étnicos. La gran
variabilidad de poblaciones genéticamente distintas y sug”distintosshabitos dietéticos, hacen
gue las conclusiones acerca de la relacion entre C677F MTHER y ACV sean no aplicables a
poblaciones concretas. En este estudio la frecuencia“del alelo T (0,38) fue mayor que lo
reportado en estudios similares con poblacion de la Chinga (0,22)e1, India (0,19)e2 0 Turquia
(0,31)e3; pero fue menor que en japoneses (@;45), corrob@rando asi las diferencias de la
frecuencia del alelo mutante a través de diversas peblaciones étnicas.

A pesar de no haber encontrado asociacign estadisticamente significativa con las otras
variables de estudio evaluados detectamos quetel 80,60% (20/33) de los pacientes con infarto
cerebral catalogados como de causa,no determinada presentaron mutaciones genéticas tanto
para factor V Leiden, la protrombifa G2010Ay la C677T MTHFR, en comparacion al 50% en el
grupo control, con estos resultades querémos resaltar ciertos indicios de una probable
contribucién a la patogénesis dayjos infartos cerebrales isquémicos.

Conclusiones

Los Anticuerpos antifosfolipides, los anti-H2GPI y los polimorfismos genéticos Factor V Leiden
G1691A y C6775 MIHER nRe estan asociados significativamente al evento trombatico en
pacientes conECVadetipo isquémico.

El polimerfismo genético del factor Il de coagulacion (protrombina) G20210A se asocioé en
grado significative a la trombosis en pacientes con ECV de tipo isquémico, aunque faltarian
estudios‘que ‘determinen su importancia como parte del amplio espectro de factores de riesgo.

La predisposicion genética a trombosis (trombofilia) es una condicion rara, pero que deberia
ser seriamente considerada en aquellos pacientes joévenes, con eventos tromboticos
recuprentes o historia familiar positiva de infartos cerebrales sin causa explicable, enfatizando
su importancia en el diagndstico y tratamiento.

XIl. Recomendaciones

Recomendamos promover estudios a gran escala, necesarios para conocer la prevalencia
de la ECV y sus diferentes tipos en la poblacidén peruana. Ademas creemos que se deben
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continuar las investigaciones en este tipo de trombofilias para conocer la prevalencia en
diversas enfermedades trombéticas arteriales y venosas en la poblacion peruana. En lo
posible, realizar estudios de trombofilia en pacientes con ACV menores de 40 afios, sin
factores de riesgo tradicionales y/o con antecedentes protrombéticos personales o familiares, y
con un mayor numero de muestras que puedan evaluar si constituyen verdaderos factores de
riesgo. Debido a la alta frecuencia encontrada del alelo mutante para el polimorfismo C677T de
la MTHFR, seria importante realizar un estudio de prevalencia de la mutacion en la poblacion
general junto a la evaluacién de homocisteina total y la medicidn del estatus de folato, que en
conjunto pudieran establecerse como un factor de riesgo adicional de enfermedades
ateroesclerdticas.

Xlll. Anexos

ANEXD T
Anexo |. Estudios de asociacion de los polimorfismos FV G16814 y Fll G202104A con
- Referencia Polimorfismo Metodologia Resultado
Cafto et al. 1995 FV G1831A  Casoc-control 348 casos Megativo
Forsyth and Dolan 1955 FV G1831A  Casc-control 45 casos Megativo
Kontula et al. 1995 FV G1831A  Casc-control 238 casos Megativo
Ridker et al. 1995 FV G16%14  Casoc-control 209 casos Megativo
Albucher et al 1998 FV G1891A  Caso-control: 30 casos Pasitive
Chimowitz et al. 1995 FV G1891A  Caso-control: 53 casos Pasitive
Fisher et al. 1906 FV G1831A  Casc-control 63 casos Megativo
Martinedli 1297 FV G1891A  Caso-control 155 casos Megativo
Lalouschek et al.1999 FV G1831A  Casc-control 81 casos Positive
De Lucia ot al 1997 FV G1891A  Caso-control: 14 casos Pasitive
De Stefano et al 1998 FIl G202104  Caso-control 72 casos Pasitive
Poort et al. 1994 FIl G202104  Caso-control 104 casos Megativo
Ridker et al. 1999 FIl G202104  Caso-control 250 casos Megativo
Ahamad Hassan and Hugh Markus. Genetics and ischagmic stroke. Brain 2000; 123, 1784-
1812

ANEXO It

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE PERSONAS INCLUIDAS EN EL
ESTUDIO ANTIFOSFOLIPIDOS Y TRES MARCADORES GENETICOS ,

FichaN":___

Mombre : Historia Clinica:___
Domicilio : Teléfono:

Edad:  aios. Sexo: F M

Raza: Blanca Mestiza Negra Amarilla

ANTECEDENTES

Diabético : SINO Roncopatia : 51 NO
Hipertension arterial : SINO  Convulsiones: 51 NO

Anticuerpos antifosfolipidos y tres marcadores genéticos asociados a la enfermedad cerebrovascular.
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Hipercolesterolemia : SI NO Cefalea : SINO
Hipertrigliceridemia : SI NO Sincope @ SINO
Palpitaciones : SINO  Amauvrosis © SI NO

Disnea : SINO  Insomnio : SINO

Arritmias o SINO Somnolencia: SINO
Artralgias : SINO Precordalgia. 51 NO
Abortos espontine os : SINO  Alopecia : SINO

IMA : SINO  Fotosensibilidad: SI NO

Ulceras orales 1 SINO TVP : SINO

VDRL reactivo : SINO

Toma anticonceptivos: ST NO

Toma café: 81 NO Tazas por dia _
Fuma: SINO Cigarrillos por dia __
Ingiere alcohol: SINO  Vasospordia _
Medicinas de Uso frecuente : SI NO  Cuales

&

ANTECEDENTES FAMILIARES

DBM ( ) HTA{ )} Enfermedad Coronaria { )} Tabaquismoi{ )
Abortos { ) TEP { ) TWP ( ) Dislipidemias { ) Arritmias ( )

HISTORIA ACTUAL

Tiempo de enfermedad :
Inicio : 1.8dbito( ) 2. Insidioso { ) Curso: 1. Agudo ({ ) 2.Progresivo { )
Cefalea { YConvulsiongs { ) Transtorno del sensorio { )

Soplos carotideos { ) Amitmias{ )} Soplos cardiacos { ) Glasgow<B® ( )
Focalizacion: 1.5i 2.No 3ATipo
Babinsky unilateral { ) Babinsky bilateral { ) Hoftman { )

Sx Meningeos { ) Clonus unilateral { ) Clonus bilateral { )
Ataxia i ) Dismetria{ ) MNistagmus ()
Compromisos campos visuales () Fotomotor { )

Fondo de ojo: 1.Normal 2.Papiledema  3.0tros

EXAMENES
| (4 e SO PPN
Gases ATTRTIALES. ..o e
B
TAC : 1. Normal 2.Lesién isquémica dnica 3. Lesion isquémica multiple
4. HSA 5. Hemorragia Intraparenquimal 6. Otras...............oo..

DIAGNOSTICO
ECV: Arterio-Venosa Hemorrdgico

Arterial Trombdtico Infarto Lacunar

Cardioembadlico Venosa
TERRITORIO VASCULAR:
|.Carotideo vaso grande 3. Vertebro-Basilar vaso pequeiio
2. Carotideo vaso pequeiio 4. Vertebro-Basilar vaso grande
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ANALISIS DE LABORATORIO

Hto Colesterol
Leucocitos Triglicéridos
TTP HDL-C
A:lupico LDL-C
Dimero D VDEL
Plaquetas Ac. Urico
Otros Otros

Andlisis efectuados en la investigacion

Antifosfolipidos-ELISA Factores Genéticos
ACL-G_  ACL-M Factor V¥V Leiden
AFS-G____ AFS-M Factorll 20210
AFI-G_ _ _ AFI-M MTHFR,
AAF-G__ _ AAF-M

[2GPI-G_____ [i2GPI-M
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