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RESUMEN DE LA INVESTIGACION PROPUESTA:

La prevalencia de enfermedad cerebrovascular (EVC) a nivel mundial se ha
incrementado en las ultimas décadas. Los niveles elevados de LDL son uno de los
mayores factores de riesgo que se correlacionan con el desarrollo temprano de
EVC. La acumulacionn subendotelial de particulas de LDL en las paredes arteriales,
es el paso inicial para la ateroesclerosis, lo que conlleva a la acumulacion patolégica
de lipidos y los desechos celulares y a la inflamacion cronica, culminando en
eventos coronarios e infartos cerebrales. (1)

La Proteina convertasa subtilisina / Kexin tipo 9 (PCSK9) es una proteasa, la cual
ha ganado atencion recientemente por su rol con la regulacion en el plasma de los
niveles de la lipoproteina de baja densidad (LDL).

Las mutaciones en este gen se han asociado a hipocolesterolemia y a
hipercolesterolemia a través "pérdida de funcion" y "ganancia de funcion"
respectivamente.

Basado en estudios genéticos humanos, la inhibicion PCSK9 debe representar un
nuevo enfoque potente para disminuir el colesterol LDL, con el objetivo de reducir
la progresion de la aterosclerosis y el riesgo de EVC. (1)

Objetivos: Identificar una asociacién entre los polimorfismo E670G, R218S y F216L
del gen PCSK9 y el Infarto Cerebral Aterotrombdético en la poblacion mexicana.

Hipoétesis: Existe asociacion genética entre los polimorfismos E670G, R218S y
F216L del gen de la proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK9) en poblacion
mexicana con infarto cerebral aterotrombético.

Metodologia: Se llevara a cabo un estudio de casos y controles, en donde se
reclutaran sujetos con diagndstico confirmado de Infarto cerebral aterotrombotico
(acorde a los criterios de la clasificacion de ASCOD) y un grupo de controles sanos.
Se realizara una descripcion de las caracteristicas demograficas, clinicas y de
evolucion de los casos y estimaremos la fuerza de asociacidn entre las variables
predictoras (polimorfismos E670G, R218S y F216IL del gen PCSK9) y la presencia-
ausencia de Infarto Cerebral Aterotrombdético.



ANTECEDENTES

Introduccion

La prevalencia de enfermedad cerebrovascular (EVC) a nivel mundial se ha
incrementado en las ultimas décadas a la par de la enfermedad arterial coronaria
(EAC), enfermedades que se espera sigan siendo las principales causas de la
mortalidad hasta 2030. (1)

La enfermedad cerebrovascular aguda es un creciente problema de salud en paises
que viven la transicion epidemiolégica, de tal manera que para el afio 2005, el 85%
de las muertes atribuidas a infartos cerebrales alrededor del mundo ocurrié en
paises en vias de desarrollo.

En México, la enfermedad cerebrovascular ha pasado de ser la cuarta causa de
mortalidad general en el afio 2000, con poco mas de 25.000 muertes, a ser en el
afo 2008 la tercera causa de mortalidad, con mas de 30.000 fallecimientos.

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es un sindrome clinico que se caracteriza
por la presencia subita de signos neuroldgicos focales, los cuales persisten por mas
de 24 horas.

Se pueden dividir en 2 subtipos: Evento vascular cerebral hemorragico e isquémico:

1) EIEVC hemorragico se presenta después de la ruptura de un vaso sanguineo
lo que ocasiona una coleccion hematica en el parénquima cerebral o espacio
subaracnoideo.

2) El EVC isquémico o Infarto Cerebral (IC) es la consecuencia de la oclusion
de un vaso y puede tener manifestaciones transitorias (ataque isquémico
transitorio) o permanentes, lo que implica un dafio neuronal irreversible. Una
vez que existe oclusion de un vaso cerebral con la consecuente obstruccion
del flujo sanguineo cerebral, se desencadena una cascada de eventos
bioquimicos que inicia con la pérdida de energia y que termina en muerte
neuronal.



Subtipos de infarto cerebral.
Los Infartos Cerebrales pueden subdividirse con base en diferentes parametros;

1) Anatomico: circulacion anterior o carotidea y circulacion posterior o
vertebrobasilar

2) Mecanismo que lo produce, lo que permite establecer medidas de prevencion
secundaria.

La clasificacion ASCOD divide los tipos de infarto cerebral de acuerdo al mecanismo
de la siguiente manera:

A. Ateroesclerosis de grandes vasos
S. Enfermedad de pequeio vaso

C. Embolismo cardiaco

0. Otras causas no comunes.

D. Diseccion.

La Ateroesclerosis de grandes vasos es el mecanismo mas frecuente. La
ateroesclerosis extracraneal afecta principalmente la bifurcacion carotidea, la
porcidn proximal de la carétida interna y el origen de las arterias vertebrales. El IC
secundario a ateroesclerosis es el resultado de la oclusidn trombotica
(aterotrombosis) o tromboembalica (embolismo arteria-arteria) de los vasos. Debe
sospecharse en pacientes con factores de riesgo vascular y puede confirmarse a
través de Doppler carotideo, angioresonancia (AIRM) o angiotomografia (ATC) y en
algunos casos con angiografia cerebral.

Los siguientes hallazgos apoyan ateroesclerosis: a) estenosis sintomatica > 50% en
una de las principales arterias cerebrales, b) IC mayor de 1.5 cm, y c) exclusion de
otras etiologias probables.

En el estudio PREMIER (Primer Registro Mexicano de Isquemia Cerebral) realizado
por la Asociacion Mexicana de Enfermedad Vascular Cerebral (AMEVASC), la
mayor parte de los ictus se clasificO como de causa no determinada, debido al muy
limitado uso de recursos de diagndstico, comparado con lo comunicado en otros
registros internacionales. En consecuencia, sélo el 8% de los eventos se clasifico
como debido a enfermedad de grandes vasos, mientras que el 42% fue de etiologia
indeterminada. Ciertamente, cuando se analiza el subgrupo de pacientes PREMIER
clasificados como indeterminados, encontramos que cerca del 40% tiene dos 0 mas
factores de riesgo vascular, o bien presenta evidencia de aterosclerosis sistémica



(p- €j., coronaria o periférica). Por lo tanto, se puede inferir que la mayor parte de
los casos indeterminados puede deberse a aterotrombosis de grandes arterias.

En dicho registro se identificaron factores de riesgo vascular ampliamente
modificables los cuales son responsables de la mayor parte de los casos de ictus
en México, entre los que se encuentra la diabetes e hipertension, seguido de
tabaquismo, enfermedad arterial coronaria y fibrilacién auricular.

La hipercolesterolemia es un problema de salud publica por su alta prevalencia, en
México es de 26.5% y en Jalisco de 30%. Se caracteriza por valores de CT = 200
mg/dL y de C-LDL = 100 (ATP-IIl), los cuales tiene una relacion causal con
aterosclerosis temprana y sus manifestaciones clinicas, como la enfermedad
coronaria, la enfermedad arterial periférica y el evento vascular cerebral isquémico
(1,5, 7).

El depdsito subendotelial de particulas de LDL en las paredes arteriales, es el paso
inicial para la ateroesclerosis, lo que conlleva a la acumulacion patologica de lipidos,
desechos celulares e inflamacion crénica, o que culmina en eventos coronarios e
infartos cerebrales. (5, 7). La proteina PCSK9 es un inhibidor natural del receptor
de LDL (RLDL) y su deficiencia se asocia a niveles bajos de LDL y ejerce proteccion
contra enfermedad coronaria.

En 2003, cuatro grupos informaron de la caracterizacion de un nuevo miembro de
la familia de genes de la pro-proteina convertasa (6). La Proteina convertasa
subtilisina / Kexin tipo 9 (PCSK9) es una proteasa, la cual ha ganado atencién
recientemente por su rol con la regulacién en el plasma de los niveles de
lipoproteina de baja densidad (LDL) siendo un determinante de riesgo de
enfermedad coronaria cardiaca (1, 2, 6). El descubrimiento de PCSK9 ha
proporcionado nuevos conocimientos sobre el metabolismo de LDL y los factores
determinantes de los niveles plasmaticos de colesterol LDL (LDL-C). (6)

Caracteristicas estructurales de PCSK9

La PCSKO9 es la novena integrante de la familia de subtilisina de proconvertasas
Kexin que se han identificado, es conocida también como NARC1 (apoptosis
neuronal regulada por convertasa 1) (1, 7).

El gen PCSK9 se localiza en el cromosoma 1p32.3, que engloba 12 exones y
codifica a 692 amino-acido glicoproteinas. (1)

La proteina se sintetiza como un zimogeno inactivo precursor de 72-kDa que se
somete a escision autocatalitica entre el prodominio y dominio catalitico (1, 7). Al



igual que con otros miembros de la familia, la secuencia sefial (aminoacidos 1-30)
en PCSK9 es seguida por el prodominio (aminoacidos 31-152) y dominio catalitico
(residuos 153-451) seguido de un dominio C-terminal (residuos 452- 692). La
PCSK9 carece de un dominio P clasico, el cual se requiere para el plegado y la
regulacion de la actividad de proteasas en las otras proproteinas convertasas; mas
bien, el dominio catalitico es seguido por un acido cisteina 279 y la region histidina-
aminoacido C-términal (1) En contraste con otras proproteinas convertasas, la
escision autocatalitica de PCSK9 no requiere de calcio.(6)

La PCSK9 actua como una chaperona molecular que se une al factor de crecimiento
epidérmico como el dominio A de receptor de LDL (LDLR) y promueve la
degradacion de LDLR a través de una via endosomal / lisosomal (1). La PCSK9
también puede regular la produccion de lipoproteinas que contienen ApoB-y la
secrecion de ApoB, promover la produccion de la naciente lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL) en el estado de ayuno (1)

Sitio de accion de PCSK9 en las células.

Los caminos intracelulares de la PCSK9 y el LDLR son similares, pero en la
superficie celular se separan. El LDLR permanece asociado con la membrana
celular, mientras que la PCSK9 es secretado rapidamente y eficientemente en el
medio celular. PCSK9 también es secretada in vivo, presumiblemente por el higado
y esta presente en el plasma humano.

La sobreexpresiéon de PCSK9 aumenta la degradaciéon predominantemente de la
forma madura glucosilada de la LDLR. La PCSK9 podria promover la degradacion
del LDLR, ya que migra desde el reticulo endoplasmico a la membrana celular.
Alternativamente, la PCSK9 podria permanecer inactiva mientras migra a través de
la via secretora y podria actuar sobre el LDLR sdélo después de que se secreta.

El prodominio de PCSK9 permanece firmemente unido a la proteina madura durante
su secrecion, presumiblemente por la inhibicion de la actividad catalitica. En otras
proproteinas de convertasas, el pro-segmento experimenta un evento de
procesamiento proteolitico secundario, ya sea en el aparato de Golgi o después de
la secrecion.

En la ARH (hipercolesterolemia autosdémica recesiva), una proteina adaptadora
necesaria para la internalizacion endocitica LDLR, es necesaria para la degradacion
mediada por PCSK9 del LDLR. En ausencia de ARH, la LDLR y PCSK9 dejan de
ser internalizados y no se observan ningun cambio en el numero de LDLR. (6, 7)



Mediante la unién a la LDLR, PCSKS9 podria interferir con el reciclaje normal de la
LDLR después de la internalizacion, la reorientacion de la LDLR a lisosomas en
lugar de volver a la superficie celular. Si esta ultima hipotesis es correcta, la accion
de PCSK9 en LDLR no podria implicar actividad catalitica. (6)

Las concentraciones en plasma de LDL-C se determinan principalmente por la
actividad del receptor de LDL (LDLR) en el higado. (1, 6). La PCSK9 promueve la
degradacion de los receptores de LDL (LDLR) en el higado a través de un
mecanismo aun desconocido de postranscripcion. (2, 7). Su activaciéon conduce a
disminucién en la cantidad de los receptores de LDL hepaticos y por consiguiente a
desarrollar niveles mas altos de colesterol LDL en plasma. Las mutaciones en este
gen se han asociado a hipocolesterolemia y a hipercolesterolemia a través "pérdida
de funcion" y "ganancia de funcionn" respectivamente. (8)

La pérdida de funcion promueve la captacion de LDL-colesterol y disminuye el
colesterol sérico y el colesterol LDL (LDLC) y confiere proteccién contra las
enfermedades cardiovasculares. La ganancia de funcion reduce la expresion en la
superficie celular de LDLR, que inhibe la captacién celular de colesterol LDL en
suero lo que eleva el colesterol sérico que conduce a la hipercolesterolemia
autosdmica dominante (ADH) y la aterosclerosis prematura (1).

Antes de 2003, solo dos formas de hipercolesterolemia autosémica dominante se
conocian:

1) La hipercolesterolemia familiar (HF), causada por mutaciones en el gen que
codifica el receptor de LDL (LDLR)

2) La Apo-B100 defectuosa familiar (FDB), causada por mutaciones en ApoB-
100 (APOB) que interrumpen la unién de la LDL a la LDLR.

Ambos trastornos disminuyen la endocitosis mediada por los LDLR en el higado, la
via principal de eliminacion de LDL circulante. (6)

Elevaciones cronicas en los niveles plasmaticos de LDL-C en HF y FDB resulta en
acumulacion de colesterol en los tejidos (xantomas) y en las arterias, especialmente
las arterias coronarias (aterosclerosis coronaria). (6)

Inicialmente, tres mutaciones de sentido erroneo del gen que codifica la PCSK9 se
identificaron en familias con un fenotipo clinico que asemeja HF y FDB: S127R,
F216L y D374Y. Posteriormente, se identificaron mutaciones de sentido erréneo
adicionales en sujetos hipercolesterolémicos. Los probandos heterocigotos para las
mutaciones en tanto LDLR y PCSK9 tienen niveles plasmaticos de LDL que son
50% mas altas que los parientes con una sola mutacion. (6).



La mayoria de las expresiones de los defectos enzimaticos de PCSK9 y niveles
LDLR causan trastornos recesivos. La observacion de que la mutacién de PCSK9
provoca hipercolesterolemia dominante sugiere que las mutaciones confieren una
ganancia de funcion, ya sea mediante el aumento de la actividad normal de PCSK9
o al conferir una nueva actividad a la proteina. (6)

Con base a estudios genéticos humanos, la inhibicion PCSK9 debe representar un
nuevo enfoque potente para disminuir el colesterol LDL-C con el objetivo de reducir
la progresion de la aterosclerosis y el riesgo de EVC. (7)

Las mutaciones PCSK9 adicionales asociados con una reduccion en los niveles
plasmaticos de LDL-C se han encontrado, incluyendo deleciones en marco y
mutaciones sin sentido. Tres mutaciones de pérdida de funcién en PCSK9 - Y142X
y C679X en los afroamericanos, y R46L en los caucasicos son lo suficientemente
comunes. (6)

Los mecanismos por los que la pérdida de funcién de las mutaciones en el gen que
codifica PCSK9 reduce los niveles de colesterol en plasma se investigaron en
ratones en los que se inactivdo PCSK9. Estos animales han aumentado los niveles
de proteina LDLR hepaticas, el aclaramiento de LDL acelerado y la reduccién de los
niveles de colesterol en plasma. Por lo tanto, PCSK9 suprime tonicamente los
niveles de LDLR, limitando de este modo la absorcion de LDLR-mediada de las
lipoproteinas. (6)

Un mecanismo alternativo por el cual las mutaciones PCSK9 pueden alterar los
niveles de LDL en plasma es el influir en la tasa de secrecion de ApoB-100-
lipoproteinas que contiene desde el higado, probablemente como un evento
secundario relacionado con la reduccion en los receptores de LDL. La Lipoproteina
de muy baja densidad (VLDL) es el vehiculo principal para la secrecion de
triglicéridos del higado. Si PCSK9 causa hipercolesterolemia aumentando la
produccion de VLDL, seria de esperar que la pérdida de funcién de las mutaciones
en PCSKO redujera la secrecion de VLDL, sin embargo los estudios no apoyan el
concepto de que los cambios en los niveles de LDL asociados a mutaciones en
PCSK9 se deben principalmente a los efectos sobre la sintesis de VLDL. (6)

El LDLR y la PCSK9 se regulan coordinadamente por un esterol, un factor de
proteina de unién al elemento 2 (SREBP-2) que regula la transcripcion y activa
varios genes implicados en el metabolismo del colesterol. La administracién de
estatinas reduce el LDL mediante la induccion de SREBP-2 de expresion, lo que
aumenta la expresion de LDLR. Los bajos niveles plasmaticos de LDL-C asociados
con la pérdida de funcion de las mutaciones en PCSK9 indican que la inhibicidén de



PCSK9 ya sea a través de pequefias moléculas, anticuerpos o RNA, deben ser
farmacos eficaces para reducir el colesterol de forma independiente a las estatinas.

Los avances recientes han revelado un gran numero de variantes genéticas de
PCSK9 que pueden modular los niveles de colesterol en plasma, ya sea positiva o
negativamente, por lo tanto influir en el riesgo de aterosclerosis. (1)

Polimorfismos del gen PCSK9

El polimorfismo es la aparicion de una poblacion de dos o mas formas determinadas
genéticamente (alelos, variantes de secuencias) en frecuencias tales que las mas
raras de ellas no podria explicarse por una mutacion sola. Por convencién, un locus
polimorfico es uno en el cual hay al menos dos alelos, cada uno de ellos con una
frecuencia superior al 1%. Los alelos con frecuencias inferiores al 1% se denominan
variantes raras.

Polimorfismo E670G del gen PCSK9

En el estudio LCAS (Lipoprotein Coronary Atherosclerosis Study) se han
identificado polimorfismos de la PCSK9 como E670G (rs505151) en el exon 12 de
PCSK®9, lo que dan como resultado la sustitucion de glutamato por un residuo de
glicina en la posicion 670 en la proteina, el cual se ha relacionado con los niveles
de LDL en plasma y ateroesclerosis severa coronaria (1, 8), sin embargo, estudios
posteriores realizados en poblaciones caucasicas y africanas no encontraron esta
asociacion (1). Ademas, el polimorfismo E670G se asocia con los parametros mas
altos séricos de lipidos (TC, LDL-C, HDL-C y ApoB) (1). En una una poblacién
europea los portadores de E670G presentaron una elevacién significativa de LDL
en los hombres, no encontrandose la elevacion en las mujeres (1). Mas
recientemente, la presencia del alelo E670G se asocid significativamente con un
mayor riesgo de aterosclerosis de grandes vasos (LVA) y el espesor intima-media
(IMT). En un estudio, Slimini y Cols demostraron la asociacion entre la variante
E670G y un aumento de los niveles de C-LDL y el riesgo de enfermedad
cardiovascular e isquemia cerebral, sugiriendo un papel directo de PCSK9 en la
aterogénesis (1)

Polimorfismo R46L del gen PCSK9

El polimorfismo R46L en PCSK9 se ha asociado con reducciones en LDL-C de 0,28
a 0,54 mmol /1(9% a 15%) y con una reduccion del 47% en el riesgo de cardiopatia
isquemica en los portadores frente a los no portadores (8). Este menor riesgo de
cardiopatia isquémica es considerablemente mayor que el esperado por ensayos



con estatinas, sin embargo la presencia del alelo no predice la mortalidad. (8). La
frecuencia del alelo 46L fue de 1.3% en los 45699 sujetos estudiados. (8)

Polimorfismo F216L del gen PCSK9

Se identifico inicialmente en familias con fenotipo clinico de hipercolesterolemia
familiar, posteriormente se identifico en sujetos solo con hipercolesterolemia. Su
expresion produce ganancia de funcion de la PCSK9 con aumento subsecuente en
los niveles de LDL. (6, 12)

Aplicaciones clinicas

Es importante buscar la reduccion de los valores de LDL-C ya que esto significa
disminucion en la morbilidad y mortalidad cardiovascular. El concepto " entre mas
bajo mejor" soporta la terapia intensiva de reduccion del LDL-C. De acuerdo a las
guias de la Sociedad Europea de Cardiologia, se recomiendan valores de LDL-C
menores a 1.8 mmol/l (< 70 mg/dl) en pacientes con alto riesgo (riesgo
cardiovascular establecido o presencia de Diabetes Mellitus tipo 1y 2). (9)

Basado en lo anterior, se ha propuesto el uso de medicamentos como las estatinas
para inducir la expresién en ratas de la PCSK9. Algunos estudios han demostrado
que las estatinas disminuyen los niveles plasmaticos de la PCSK9 entre un 14 a
47% dependiendo del tipo y la dosis usada. (10), sin embargo se encuentra la
limitacion de los efectos adversos por las dosis elevadas, los cuales se presentan
entre un 10 a 12 %. (11, 12). Los fibratos se han probado en estudios in vitro sin
lograr hasta el momento comprobarse su eficacia en la elevacion de los niveles de
PCSK9 en humanos. (10)

Se ha intentado la combinacién de estatinas con ezetimiba, especialmente en
pacientes con cifras elevadas de LDL-C y elevado riesgo cardiovascular, sin
embargo no se han podido lograr los objetivos deseados. (11).

Con base en meticulosos estudios genéticos y de biologia molecular, se ha
intentado la inhibicion de PCSK9 con anticuerpos monoclonales. (11), con los cuales
se ha visto una reducciéon de LDL-C del 55 al 65%, cuando se administran de
manera subcutanea cada 2 a 4 semanas. (11, 13)

Dos anticuerpos monoclonales completamente humanos, evolocumab (AMG 145) y
alirocumab (REGN727 / SAR236553), se han estudiado en pacientes con
intolerancia a las estatinas, (14,15) en pacientes con monoterapia o en terapia



combinada con estatinas, asi como en pacientes con hipercolesterolemia familiar.
(14)

En conclusion, con el descubrimiento de la PCSK9 en la homeostasis del colesterol,
el entendimiento del metabolismo de los lipidos ha sido renovado. Se sabe que
PCSK9 puede reducir el reciclaje de los receptores de LDL y deprimir las actividades
de los mismos, lo que aumenta el LDL-C. En los seres humanos, el aumento de
PCSKO9 o la presencia de mutaciones con ganancia de funcion dan como resultado
el aumento de circulacion de LDL-C y el riesgo de enfermedad cardiovascular
significativo. Por el contrario, en los seres humanos con mutaciones a la baja de
PCSK9, han reducido en la circulacion el LDL-C y el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares. (13)

En nuestro estudio se evaluara el papel de los polimorfismos E670G, R46L (3) y
F216L (4) del gen PCSK9 como un posible factor de riesgo para enfermedad
cerebrovascular.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No existe una clara asociacién entre los diversos polimorfismos de genes asociados
a trastornos en el metabolismo de los lipidos y el riesgo de Infarto cerebral
aterotrombatico.

HIPOTESIS.

Existe asociacidn genética entre los polimorfismos E670G, R46L y F216L del gen
de la proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK9) en poblacion mexicana con
infarto cerebral aterotrombdtico.

OBJETIVOS
Objetivo general de la investigacion

e Describir los polimorfismo E670G, R46L y F216L del gen PCSK9 en
pacientes mexicanos con Infarto Cerebral Aterotrombdtico.

Objetivo secundario

1) Identificar si los niveles de LDL son mas dificiles de controlar en pacientes
portadores de los polimorfismos E670G, R46L y F216L del gen PCSK9

JUSTIFICACION

Un importante porcentaje de los Infartos Cerebrales corresponden a la etiologia
aterotrombotica. La mayoria de estudios de asociacion genética que se han
realizado en esta condicidn, provienen de poblacién no latinoamericana, por lo que
evaluar y extrapolar estos estudios a la poblacion mexicana resulta dificil.

A través de este estudio se pretende generar nuevo conocimiento en el area de la
susceptibilidad genética del Infartos Cerebrales aterotrombdtico, al igual que los
elementos que intervienen en su génesis y evolucion, con el fin de mejorar la
comprension de su fisiopatologia, evaluar la integracidn terapéutica actual y definir
aportes en el manejo de pacientes con esta patologia.
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METODOLOGIA

Se llevara a cabo un estudio de casos y controles, en donde se reclutaran sujetos
con diagndstico confirmado de Infarto cerebral aterotrombotico (acorde a los
criterios de la clasificacion de ASCOD) y un grupo de controles sanos. Se realizara
una descripcion de las caracteristicas demograficas, clinicas y de evolucion de los
casos y estimaremos la fuerza de asociacion entre las variables predictoras
(polimorfismos E670G, R46L y F216L del gen PCSK9) y la presencia-ausencia de
Infarto Cerebral Aterotrombdtico.

Se determind la muestra mediante la formula para calcular muestras en estudios de
casos y controles:

[51_%\/2P(1—P)+—'1—,6\/!’1(1—}’1)+P2(1—P2 )T

5

n=

(p1-p2)

Donde:

Por lo que para este propdsito se recolectara DNA de al menos 100 pacientes con
Infarto Cerebral Aterotrombético y 100 controles sanos. A todos se les tomara una
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muestra de sangre periférica para extraccion de DNA por métodos convencionales,
previo consentimiento informado. (APENDICE 1Y 2)

CASOS

Pacientes con diagndéstico confirmado de Infarto Cerebral Aterotrombdtico (de
acuerdo a los criterios de clasificacion ASCOD ver APENDICE 3). Pueden haber
sido diagnosticados desde enero de 1990 hasta diciembre del 2014 por la clinica de
enfermedad vascular cerebral del Instituto Nacional de Neurologia de México.

En todos los casos se registraran los factores de riesgo vascular, el reporte del
examen fisico y neurolégico, examenes de laboratorio (colesterol total, colesterol
LDL, HDL, triglicéridos y Hematocrito), electrocardiograma y estudios adicionales
(ecocardiograma, Holter de 24 horas)

Evaluacion radiolégica: Todos los casos deben contar con los siguientes estudios:
TAC convencional o IRM convencional y al menos uno de los siguientes: doppler de
vasos extracraniales e intracraniales, angiorresonancia, angiotomografia, o
angiografia por sustraccion digital de los vasos intra y extracaneales.

Los siguientes hallazgos son considerados como diagnosticos de Infarto Cerebral
Aterotrombdtico, A1 (de acuerdo a los criterios de clasificacion ASCOD):

A1 (causa potencial):

e Estenosis arterial (intra o extracraneal) ipsilateral al territorio isquémico del
50 al 99%, o

e Estenosis arterial (intra o extracraneal) ipsilateral al territorio isquémico <
50% con trombo intraluminal, o

e Trombo movil en el arco adrtico o

e Oclusidén arterial (intra o extracraneal) ipsilateral al territorio isquémico con
una placa ateroesclerotica subyacente.

Los EVC isquémicos son categorizados de acuerdo al territorio vascular afectado
(total de la circulacion anterior, parcial de la circulacion anterior, lacunares y territorio
posterior); sitio de afectacion ateroesclerdtica (intracraneal, extracraneal,
intra/extracraneal); vaso arterial afectado (localizacion y segmento); grado de
estenosis (definido por el estrechamiento de la luz arterial por la placa
ateroesclerotica).

Criterios de inclusion.



e Pacientes con Infarto Cerebral Aterotrombdtico (A1) y hallazgos de
sonografia, angiotomografia (AT) o angiorresonancia (AR) compatibles.

e Edad mayor a 50 afios afos.

¢ Infarto cerebral carotideo o vertebrobasilar correspondiente con el territorio
de la arteria con afectacion ateroesclerotica.

e Sin evidencia de alteraciones vasculares sugestivas de otras etiologias, tales
como cardioembolismo, enfermedad de pequefio vaso, arteriopatia no
ateroesclerotica o vasculitis.

e Deben ser hijos de mexicanos y sus cuatro abuelos deben también haber
nacido en México.

Criterios de exclusion.

e Imposibilidad de obtener datos completos del expediente clinico.

e Ausencia de estudios diagndsticos confirmatorios de ateroesclerosis en
circulacién cerebral.

e Que cumpla criterios AO de la clasificacion de ASCOD.

CONTROLES

Se reclutaran prospectivamente 100 controles sanos, un control por caso, pareado
para edad y género.

Pueden ser:

e Familiares no consanguineos de los casos 0 amigos de estos.

e Deben ser hijos de mexicanos y sus cuatro abuelos deben también haber
nacido en México.

e No tener historia de haber tenido episodios compatibles con isquemia
cerebral transitoria o infarto cerebral previo.

e Pueden tener factores de riesgo vascular clasicos: DM, HTA, dislipidemia,
obesidad.

Criterios de inclusion.

¢ Individuos sin historia de EVC previo de acuerdo al cuestionario para
evaluacion de pacientes libres de EVC el cual se muestra en el APENDICE
4 (16).

Criterios de exclusion.



e Pacientes con datos clinicos sugestivos de haber sufrido isquemia cerebral
transitoria o EVC formal de acuerdo al cuestionario para evaluacion de
pacientes libre de EVC.

e Pacientes que hayan sido sometidos a algun estudio de imagenes (RM o
TAC), en donde se haya documentado isquemia cerebral como hallazgo
incidental, aun si el paciente se encuentra asintomatico.

IDENTIFICACION DE LA VARIANTE (polimorfismo) E670G DEL GEN PCSK9

La variante sera determinada mediante la Reaccion de la Cadena de la Polimerasa
y fragmentos polimérficos de restriccion (PCR-RFLP). Se amplificara el exon 12 del
gen PCSK9 mediante PCR usando los siguientes primers: (Forward) 5°-
GATGTCGGAGGGAGAAATGA-3" y (reverse) 5-GCCCCCAGAGTGAGTGAGT-
3. Las condiciones de reaccion seran las siguientes: 94°C por 3 minutos seguidos
de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos y finalmente una extension a 72°C por 5 minutos. Los fragmentos de de
PCR seran digeridos con la enzima de restriccion Sau961. El alelo A generara
fragmentos de 287, 69, 51, 33, 30 y 18 pares de bases y el alelo G producira
fragmentos de 215, 72, 69, 51, 33, 30, 18 y 6 pares de bases. Los productos de la
digestion seran separados en geles de acrilamida al 8% y se visualizaran con tincién
de bromuro de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta.

Los genotipos AA, AG y GG se checaran por secuenciacion directa de Sanger.
(Slimani, 2014) J Mol Neurosc 2014;53:150-157

DETERMINACION DE LAS VARIANTES F216L Y R46L DEL GEN PCSK9

Debido a que estos polimorfismos se encuentran muy cerca, se llevara a cabo la
secuenciacion del fragmento donde se localizan. Se disefiaran los primers mediante
el programa informatico Primer3Plus ( www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Se realizara un gradiente de temperaturas para
determinar la temperatura de alineacion de los primers, una vez determinada la
temperatura de alineacion se estandarizaran las condiciones de la PCR. Los
fragmentos de PCR se purificaran mediante columnas y se checaran en geles de
agarosa al 1%. A partir de los fragmentos purificados se realizara la reaccion de
secuenciaon con el reactivo BigDye de Applied Biosystems, las reaccion de
secuenciacion se purificara mediante columnas de sephadex y se secuenciaran
mediante la técnica de Sanger.




DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES.

Variables Definicion Operacional Escalas Tipo de variable
Edad 18-50 afios <50 afios Cualitativa nominal
>50 afos
Genero Masculino Dicotomica Cualitativa nominal
Femenino 1-hombre
2- mujer

Infarto Cerebral

Se define como un infarto

Clasificacion de ASCOD

Independiente

Aterotrombdtico: cerebral por proceso oclusivo 0.Ausente Ordinal
secundario a placas de 1.Definitiva
ateroma en la luz del vaso 2.Causa incierta
(extracraneal, intracraneal o 3.Causa improbable
intra/extracraneal), con 9.Insuficientevidencia
oclusién in situ del mismo o para graduar la
migracién de fragmentos del enfermedad-.
material de la placa
ateroesclerdtica a segmentos
distales, con estudios
confirmatorios y criterios tipo
A1 de acuerdo a la
clasificacion de ASCOD.
Enfermedad se define como estenosis del Dicotémica Cualitativa nominal
intracraneana vaso intracraneal (ACM, ACAy | 1- Positivo
ateroesclerodtica ACP) 2- Negativo.
sintomatica Porcentaje de estenosis del 50

al 99% secundario a una placa
ateroesclerética en el vaso
afectado, confirmado por
estudios de doppler
transcraneal, AT, AR o
angiografia digital

Infarto cerebral total
de circulacion
anterior:

Se refiere a un infarto que
cumple con caracteristicas de
circulaciéon anterior.

1.Disfuncién cerebral
cortical (disfasia,
discalculia, trastornos
visuoespaciales)

2. Déficit motor y/o
sensitivo en al menos
dos de las tres areas
siguientes: cara, brazo,
pierna.
3.Hemianopsia
homénima.

Independiente
Ordinal

Infarto cerebral de
circulacion
posterior:

Se refiere a un infarto que
cumple con caracteristicas de
circulaciéon anterior.

1.Afectacion ipsilateral
de pares con déficit
motor y/o sensitivo
contralateral.
2.Patologia oculomotora;

Independiente
Ordinal
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3. Déficit motor y/o
sensitivo bilateral
4.Disfuncién cerebelosa
sin déficit de vias largas
ipsilaterales

5. Hemianopsia aislada.

Evento vascular Se define en un paciente con | Dicotémica Cualitativa nominal
cerebral recurrente: | un evento vascular cerebral 1- Positivo

previo, y que ha sido registrado | 2- Negativo

con un nuevo evento vascular

cerebral.
Polimorfismos Es la aparicion de una Dicotémica Cualitativa nominal
E670G, R46L y poblacién de dos o0 mas formas | 1- Positivo
F216L del gen determinadas genéticamente 2-Negativo

PCSK9

(alelos, variantes de
secuencias) en frecuencias
tales que las mas raras de
ellas no podria explicarse por
una mutacion sola.




CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Tiempo

Identificacion de casos y reclutamiento de controles.

Registro de factores de riesgo vascular,
manifestaciones clinicas, resultados de estudios de
gabinete y neuroimagen.

Toma de muestra de sangre venosa.

Analisis molecular genético.

Marzo 2015- marzo 2016.

Analisis de resultados

Marzo 2016 a agosto del
2016.

Entrega de reporte final

Noviembre del 2016
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran analizados usando software estadistico (SPSS 20.0). Se
realizara la descripcion de cada grupo expresando las medidas de tendencia central
junto con medidas de dispersion. Para medidas con desenlaces dicotomicos y
nominales (asociacidn del polimorfismo o mutacion con la enfermedad) se usara el
meétodo del X2 de Pearson, y el ajuste de Fisher segun sea necesario. Las variables
con una distribucién normal se evaluaran mediante el método de T-Student y
aquellas de distribucion no normal se valoraran el método de Mann-Whitney. En
caso de ser necesario la comparacion entre mas de dos grupos se usara el método
de ANOVA y de Kruskal Wallis respectivamente. Se planea realizar un modelo de
regresion logistica para establecer las variables que se consideren se asocian con
mal prondstico, al igual que para el ajuste de variables de confusién. También se
calcularan las odds ratios (OR) de cada genotipo respecto de la referencia para
cuantificar la magnitud de la asociacion. Se realizara un ajuste de equilibrio genético
de la muestra por medio del método de Kruskal-Wallis.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se sometera ante el comité de Etica de la Institucién. A todos los
participantes (casos y controles) se les pedira consentimiento informado (ver
APENDICE 1 y 2) y el registro de los pacientes se manejara con estricta
confidencialidad, de acuerdo a los principios éticos para la investigacion médica
sobre sujetos humanos de la Declaracion de Helsinki, ultima reunién en Seul Corea
2008.
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OFICIO N° CELI063/15
ASUNTO: PROTOCOLO 149/14
México, D.F., 12 de Mayo del 2015.

DR. ANTONIO ARAUZ GONGORA
SUBDIRECCION DE NEUROLOGIA
TUTOR DE LA INVESTIGACION
INNyN MVS,

PRESENTE.

Estimado Dr. Arauz Gongora:

Recibimos el oficio N° DIC/161/15 firmado por la Dra. Ma. Lucinda Aguirre Cruz Directora de
Investigacion quien nos hace saber que el Comité Cientifico aprobo el Protocolo de
Investigacion N° 149/14 Titulado: “ASQOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS E670G,
R218S Y F216L DEL GEN DE LA PROTEINA CONVERTASA SUBTILISINA/KEXINA 9
(PCSK9) EN POBLACION MEXICANA CON INFARTO CEREBRAL
ATEROTROMBOTICO” y solicita la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion para los
efectos consiguientes.

Los aspectos relacionados con el Valor Social, la Validez Cientifica, Relacion Riesgo-Beneficio,
Seleccion Equitativa de la Muestra y el Consentimiento Informado reiinen los requisitos
indispensables para que este protocolo sea APROBADO.

Una observacion pertinerite €5 que la ultima version de la declaracion de Helsinki es la de
Fortaleza, Brasil del aiio 2013 lo ual se le hace saber para su informaci

Reciba un saludo cordial.

DR. ANTONIO DR. RICARDO
PRESIDENTE DEL GOMITE DE BIOETICA PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA

EN INVESTIGACION

M. en C. ADRIANA OCHOA MORALES

SECRETARIA
c.p. Ma. Lucinda Aguirre Cruz.- Direclora de Investigacién
c.p. Dr. Amin Cervantes Amriaga - Titular de la Unidad de Apoyo al Predictamen
c.p. Dr. Daniel San Juan Orta.- Jefe del Depto. de Investigacion Clinica
c.p. Dra. Fabiola Eunice Serrano Arias.- Maestria en Ciencias Medicas
c.p. Archive ATR/mitch,

Insurgentes Sur # 3877 Col. La Fama C.P. 14269 México, D.F. Tel. (55)56063822 ex!. 5027

www.innn.salud.gob.mx
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México, D. F. a 08 de Abril de 2015
OFICIO N° DIC/160/15

DR. ANTONIO ARAUZ GONGORA
SUBDIRECCION DE NEUROLOGIA
PRESENTE

La presente es para informarle que su protocolo de investigacion No. 149/14
intitulado: “ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS E670G, R218S Y F216L
DEL GEN DE LA PROTEINA CONVERTASA SUBTILISINA/KEXINA 9 (PCSK9)
EN POBLACION MEXICANA CON INFARTO CEREBRAL
ATEROTROMBOTICO”, ha sido APROBADO por el Comité Cientifico. No
obstante, el desarrollo del protocolo queda sujeto a la aprobacion por el Comité de

Etica en Investigacion.

ATENTAMENTE

N

DRA. MA. LUCINDA AGUIRRE CRUZ
DIRECTORA DE INVESTIGACION

\.

C.c.p. Dr. Daniel San Juan Orta.- Jefe del Depto. de Investigacion

Insurgentes Sur # 3877 Col. La Fama 14269 México, D.F. Tel. (55) 56063822

www.innn.salud.gob.mx



CONSIDERACIONES FINANCIERAS

Recursos con los que se cuenta: Se solicito autorizacion para compra de reactivos
y empleo de marcadores de ancestria por parte del grant del SPS3 de la clinica de
Vascular (Dr. Antonio Arauz).

Recursos que se solicitaron: Reactivos para montar técnica para Secuenciacion de
los polimorfismos E670G, R46L y F216L del gen PCSKO.



RESULTADOS

Se identificaron de la base de datos de la Clinica de Enfermedad Cerebrovascular
del Instituto Nacional de Neurologia un total de 960 pacientes que cumplian con los
criterios de Infarto Cerebral de etiologia Aterotromboética segun la clasificacion de
ASCOD.

De estos 960 pacientes se obtuvo la muestra de 98 pacientes. El resto de pacientes
se excluy6 ya que habian fallecido, su ascendencia no era de poblacién mexicana,
se perdi6 del seguimiento por cambio de domicilio o numero telefénico, o porque no
acepto participar en el estudio.

Se tomo muestra de 96 controles, los cuales fueron individuos mayores de 50 afios
de edad sin historia de ataque isquémico transitorio o infarto cerebral, segun el
Cuestionario para Evaluacion de Pacientes libres de EVC publicado por Meschia, J
y cols. Se obtuvo la muestra de pacientes que firmaron el consentimiento informado
y que acudian a citas de control en el Hospital Regional de Alta Especialidad de
Ixtapaluca y del Instituto Oftalmologico Conde de Valenciana.

Las caracteristicas demograficas de los casos y de los controles se exponen a
continuacion.

La edad media de los casos fue de 61 anos (DE 9.3) y de los controles fue de 68.1
(DE 10.4). De los controles el 59.4 % fueron mujeres y de los casos el 31.6%.

De los antecedentes familiares de importancia se encontré que el 16.7% de los
controles y el 29.6% de los casos tenian un familiar con EVC isquémico.
Antecedente familiar de dislipidemia en 28% de los controles. Antecedente de
cardiopatia isquémica en 29.2% de los controles y 26.5% de los casos.

Dentro de los factores de riesgo cardiovasculares la hipertensién se present6 en
77.6% % de los casos y 57.3% de los controles, diabetes mellitus en 44.9% de los
casos y 32.3% de los controles. Tabaquismo activo en 36.7% de los casos y 17.7%
de los controles. Antecedente de consumo de tabaquismo en 49% de los casos y
27.1% de los controles. Hipertrigliceridemia en 46.9% de casos y 7.3% controles.
Hipercolesterolemia en 62.2% de casos y 42.7% controles. Cardiopatia isquémica
en 13.3% casos y 4.2% controles.

De los casos el 82.7% no ha tenido recurrencia e EVC, el 10.2% con recurrencia en
una ocasion y el 6.1% con mas de dos recurrencias.

En la grafica 1 se ilustra el sindrome clinico que presentaron los casos como
ntecedente. En la grafica 2 se resumen el tipo de estatinas que reciben los
pacientes.
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Grafica 1. TIA= Ataque isquémico transitorio. IS= Infarto cerebral.
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Grafica 2. Tipo de estatinas empleadas.

Se realizé prueba de Chi cuadrada para valorar la asociacion entre la presencia de
EVC isquémico y los factores de riesgo de hipertensién, Diabetes Mellitus,
Cardiopatia isquémica, Tabaquismo e Hipercolesterolemia (Graficas 3, 4, 5,6y 7
respectivamente). La estimacién de riesgos de los diversos factores se resume en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Estimacion de Riesgos

Antecedentes
_ Personales de
hipercolesterolemia
Eno
@si

Factor de riesgo OR Intervalo de Confianza
Hipertension arterial 2.6 1.3-4.8

Diabetes Mellitus 1.7 09-3.0

Tabaquismo 2.7 1.3-5.2

Cardiopatia Isquémica 3.6 1.1-113
Hipercolesterolemia 2.2 1.2-39



DISCUSION

La ateroesclerosis es una de las causas principales de EVC isquémico. Tras el
estudio y caracterizacion de la Proteina Convertasa Subtisilina/Kexin 9, su papel se
ha asociado a la ateroesclerosis y con enfermedades como Cardiopatia Isquémica,
demostrado en el estudio Lipoprotein Coronary Atherosclerosis Study (LCAS). Esto
debido a que la PCSKO regula las concentraciones del receptor de LDL en el higado,
cuando se encuentra activa disminuye los receptores de LDL hepaticos con un
aumento posterior en los niveles plasmaticos de LDL. Mutaciones en esta proteina
han sido relacionados con hipocolesterolemia e hipercolesterolemia debido a
perdida o ganancia de funcion respectivamente.

La hipdtesis es que la presencia de los polimorfismos de ganancia de funcion de la
PCSK9 propician el desarrollo de ateroesclerosis de grandes vasos que irrigan al
encéfalo produciendo el desarrollo de enfermedad cerebrovascular isquémica.

La media de edad de edad de 61 afios similar a la reportada en la literatura. (Abboud
et al., 2007).

Valoramos los diferentes factores de riesgo para enfermedad cardiovascular y
cerebrovascular mas comunes, encontrando que todos aumentan el riesgo de EVC
isquémico a excepcion de la Diabetes Mellitus, similar al estudio realizado por
Abboud y cols.

Aun la influencia de los polimorfismos en nuestra poblacién esta por definirse, sin
embargo se ha descrito que la presencia del polimorfismo E670G se asocia a un
aumento del riesgo de infarto cerebral aterotrombotico, sin embargo esta pendeinte
la descripcion de este polimorfismo de los polimorfismos R46L y F216L en poblaciéon
mexicana.

El conocer la influencia de estos polimorfismos, nos ayudara a guiar el tratamiento
que logre controlar los niveles de LDL y asi reducir el riesgo de Infarto cerebral
aterotrombédtico.
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APEDICE 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO CASOS

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

Insurgentes Sur 3877

Col. La Fama, C. P. 14269
México, D.F., Tel. 56-06-14-07
http://www.innn.salud.gob.mx

El protocolo titulado “DESCRIPCION DE LOS POLIMORFISMOS E670G, R46L Y
F216L DEL GEN DE LA PROTEINA CONVERTASA SUBTILISINA/KEXINA 9
(PCSK9) EN POBLACION MEXICANA CON INFARTO CEREBRAL
ATEROTROMBOTICO

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO CASOS

He sido informado(a) que he sufrido un Infarto Cerebral Aterotrombético y que en el
departamento de Clinica de Vascular se esta realizando un estudio para conocer la
prevalencia de polimorfismos de un gen conocido como proteina convertasa
subtilisina/kexina 9 (PCSK?9), que podria estar asociado como a mi enfermedad.

Los genes son las unidades de herencia y contienen el acido desoxirribonucleico
(ADN) que es el material hereditario. En este estudio se investigaran partes de un
gen que han sido relacionados a un mayor riesgo de presentar un acumulacion de
placas de grasa en las arterias (ateroesclerosis), como es el gen PCSK9

Este gen tienen funciones especificas en nuestro organismo, normalmente tienen
variantes y algunas de ellas se han asociado a mayor riesgo de formar placas
ateroescleroticas en las arterias del corazon y cerebro.

Si acepto participar en el estudio, los médicos me realizaran algunas preguntas
acerca de mi enfermedad, me elaboraran una historia familiar y me tomaran 20 ml
de sangre periférica.

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

Toda la informacion obtenida sera confidencial y estara disponible solo para los
investigadores. Mi muestra sera codificada con una combinacién de letras y
numeros para proteger mi identidad. La informacion obtenida sera usada para fines
unica y exclusivamente académicos.

He sido informado(a) que mi participacion es VOLUNTARIA y no tiene costo para
mi, ni recibiré remuneracion alguna.
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Si no acepto, esto no afectara de ninguna forma mi atencion médica como paciente
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez.

Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran
entregados, a menos que se encuentre informacion relevante para mi salud o la de
mis familiares. En dicho caso seré contactado por los investigadores para
explicarme informacion suplementaria de utilidad para mi y mi familia.

Para cualquier duda o aclaracion puedo dirigirme al departamento de enfermedad
vascular cerebral este Instituto o hablar al teléfono 56063822 extension 4466 con el
Dr Antonio Arauz o con el presidente del comité de bioética del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia: Dr Antonio Torres Ruiz al teléfono 56063822 extension
5027.

Este protocolo sigue los lineamientos de la declaracidn de Helsinki, ultima reunién
Seul Corea, 2008. Ademas se adhiere a los preceptos enunciados en la Conferencia
Internacional de Armonizacién.

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

Nombre del participante y/o responsable legal:

Firma: Fecha: Teléfono:

Nombre del testigo 1:

Firma: Parentesco:

Nombre del testigo 2:

Firma: Parentesco:

Nombre del investigador que obtuvo el
consentimiento:

Firma: Fecha

APEDICE 2: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO CONTROLES




INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

Insurgentes Sur 3877

Col. La Fama, C. P. 14269
México, D.F., Tel. 56-06-14-07
http://www.innn.salud.gob.mx

El protocolo titulado “DESCRIPCION DE LOS POLIMORFISMOS E670G, R46L Y
F216L DEL GEN DE LA PROTEINA CONVERTASA SUBTILISINA/KEXINA 9
(PCSK9) EN POBLACION MEXICANA CON INFARTO CEREBRAL
ATEROTROMBOTICO

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO CONTROLES

He sido informado(a) que el departamento de Clinica de Vascular se esta realizando
un estudio para conocer la prevalencia de polimorfismos de un gen conocido como
proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK9), que podria estar asociado a
infartos cerebrales

Un infarto cerebral se define como la oclusion del flujo sanguineo en una arteria que
lleva sangre a alguna region del cerebro

Los genes son las unidades de herencia y contienen el acido desoxirribonucleico
(ADN) que es el material hereditario. En este estudio se investigaran partes de un
gen que han sido relacionados a un mayor riesgo de presentar un acumulacion de
placas de grasa en las arterias (ateroesclerosis), como es el gen PCSK9

Este gen tienen funciones especificas en nuestro organismo, normalmente tienen
variantes y algunas de ellas se han asociado a mayor riesgo de formar placas
ateroescleroticas en las arterias del corazon y cerebro.

Si acepto participar en el estudio, los médicos me realizaran algunas preguntas
acerca de mi enfermedad, me elaboraran una historia familiar y me tomaran 20 ml
de sangre periférica.

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

Toda la informacion obtenida sera confidencial y estara disponible solo para los
investigadores. Mi muestra sera codificada con una combinacién de letras y
numeros para proteger mi identidad. La informacion obtenida sera usada para fines
unica y exclusivamente académicos.



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

Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran
entregados, a menos que se encuentre informacion relevante para mi salud o la de
mis familiares. En dicho caso seré contactado por los investigadores para
explicarme informacion suplementaria de utilidad para mi y mi familia.

Para cualquier duda o aclaracion puedo dirigirme al departamento de enfermedad
vascular cerebral este Instituto o hablar al teléfono 56063822 extension 4466 con el
Dr Antonio Arauz o la Dra. Eunice Fabiola Serrano Arias, o con el presidente del
comité de bioética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia: Dr Antonio
Torres Ruiz al teléfono 56063822 extension 5027.

Este protocolo sigue los lineamientos de la declaracidn de Helsinki, ultima reunién
Seul Corea, 2008. Ademas se adhiere a los preceptos enunciados en la Conferencia
Internacional de Armonizacién.

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

Nombre del participante y/o responsable legal:

Firma: Fecha: Teléfono:

Nombre del testigo 1:

Firma: Parentesco:

Nombre del testigo 2:

Firma: Parentesco:

Nombre del investigador que obtuvo el
consentimiento:

Firma: Fecha

APENDICE 3. CLASIFICACION DE ASCOD




Mecanismo de Enfermedad Vascular Cerebral
A..Aterosclerosis de grandes vasos

S. Small vessel disease (pequeno vaso)

C. Cardiac embolism (embolismo cardiaco)

0. Otras causas no comunes

D. Diseccion

Nivel de confianza

W WNMFEOWWNREROOLUWNREOWLVUWNREOOLUWNRDO

Enfermedad ausente

Definitiva causa potencial de infarto

Causa incierta

Causa improbable

Insuficiente evidencia para graduar la enfermedad
Enfermedad ausente

Definitiva causa potencial de infarto

Causa incierta

Causa improbable

Insuficiente evidencia para graduar la enfermedad
Enfermedad ausente

Definitiva causa potencial de infarto

Causa incierta

Causa improbable

Insuficiente evidencia para graduar la enfermedad
Enfermedad ausente

Definitiva causa potencial de infarto

Causa incierta

Causa improbable

Insuficiente evidencia para graduar la enfermedad
Enfermedad ausente

Definitiva causa potencial de infarto

Causa incierta

Causa improbable

Insuficiente evidencia para graduar la enfermedad

P. Amarenco, J. Bogousslavsky, L.R. Caplan, G.A. Donnan, M.E. Wolf, M.G. Hennerici. The ASCOD
Phenotyping of Ischemic Stroke (Updated ASCO Phenotyping). Cerebrovasc Dis 2013;36:1--5

APENDICE 4. CUESTIONARIO PARA EVALUACION DE PACIENTES LIBRES DE

EVC




CUESTIONARIO PARA EVALUACION DE PACIENTES LIBRES DE EVC

Numero

Pregunta

¢ Alguna vez le dijo algin médico que tuvo un accidente cerebrovascular (infarto

cerebral)?

2 ¢Alguna vez le dijo algun médico que tuvo un ataque isquémico transitorio o
mini infarto?
3 ¢ Alguna vez ha tenido debilidad repentina en un lado de su cuerpo?
4 ¢Alguna vez ha tenido entumecimiento o pérdida de la sensibilidad en un lado
de su cuerpo?
5 ¢Alguna vez ha tenido perdida repentina de la vision en uno o ambos ojos?
6 ¢ Alguna vez ha tenido perdida repentina de la visién en la mitad del campo
visual?

7 ¢Alguna vez ha perdido la capacidad de comprender lo que la gente le dice?
8 ¢ Alguna vez ha perdido la capacidad de expresarse verbalmente o por escrito?

Meschia, J y cols. Verifying the Stroke-Free Phenotype by Structured Telephone Interview Stroke
2000: 31, pag 1076-1080
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