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Articulo 23, Resolucién N° 13 de Julio de 1946

“La universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en
sus trabajos de tesis. Solo velara porque no se publique nada contrario al dogma y a la
moral catélica y porque las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna,

antes bien se vea el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.
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Homocisteina, Acido Félico y Vitamina B12 y su relacion con los
polimorfismos de la MTHFR (C677T) y CBS (C1080T, C699T, 844Ins68pb)
en pacientes colombianos con Hipertension Arterial Esencial sin y con

Sindrome Coronario Agudo

1. RESUMEN

La hiperhomocisteinemia es un desorden metabdlico, en el cual se encuentran
niveles elevados de homocisteina en sangre, en lo que se ha descrito, existe
una asociacion con el desarrollo de SCA e HTA, y cuyas causas estan
implicitas en su metabolismo, dentro de lo que se destacan los polimorfismos
de la enzimas MTHFR y CBS, ademas del déficit de los cofactores enzimaticos
como la vitamina B12 y el acido folico, por esta razén se determind la presencia
de los polimorfismos 677 C>T de la MTHFR, 699 C>T, 1080 C>T y 844ins68pb
de la CBS, y su relacién con las concentraciones plasméticas de vitamina B12,
acido félico y homocisteina. Para llevar a cabo esto, se cuantifico la
homocisteina, el acido félico y la vitamina B12 a 504 pacientes con hipertension
arterial esencial con o sin SCA. Mediante la técnica de PCR se amplificaron los
polimorfismos 677 C>T de la MTHFR, 699 C>T, 1080 C>T y 844ins68pb de la
CBS y se determinoé la presencia de estos mediante RFLP. Para determinar la
relacion de estos con los niveles plasméticos de homocisteina, acido félico y
vitamina B12 se utilizé la prueba de OR. EIl mayor porcentaje de la poblacion
correspondié a mujeres (56,55%) y se encontrdé que los hombres presentaron
niveles mas aumentados de homocisteina y niveles mas disminuidos de acido
félico y vitamina B12 que en las mujeres. Se encontro relacion inversa entre las
concentraciones de hcy y vitamina B12, pero no se encontré relacion con las
concentraciones de acido félico. Se encontrdé relaciobn entre los niveles
elevados de hcy y el polimorfismo C677T y C1080T, las concentraciones
disminuidas de vitamina B12 se relaciond significativamente con los
polimorfismos C677T y C699T, y los niveles disminuidos de acido folico se
relacionaron con la presencia del polimorfismo C1080T aunque no fue
significativa. La insercion de 68pb no se relacion6 con ninguno de los factores
de riesgo de SCA evaluados.

2. INTRODUCCION

Segun la OMS la enfermedad cardiovascular, es el conjunto de aquellas
enfermedades que comprometen tanto el corazon como los vasos sanguineos
(1), dentro de los cuales se incluye el Sindrome Coronario agudo (SCA), y
cuyos factores de riesgo son la dieta, el sedentarismo y el tabaco, ademas de
la HTA (2). La HTA es un desorden comun de amplia distribucion mundial, se
define como los valores superiores a 140/90 mm Hg de la presién arterial (2,3)
y al ser uno de los factores de riegos modificable de enfermedad cardiovascular
(3), es importante que sea identificada y controlada a tiempo. La HTA esta
clasificada dentro de dos grupos, la secundaria que se desarrolla posterior a
otras patologias como la diabetes (3,4), y la primaria o esencial en donde las
causas son idiopaticas, donde se presume que esta involucrada la interaccion
entre la genética y el ambiente del individuo (2,5). Actualmente se ha asociado
la hiperhomocisteinemia como un factor desencadenante de SCA y de HTA
(4). La homocisteina es un aminoacido intermediario del metabolismo de la



metionina, via en la que participa una serie de enzimas y cofactores (6). En
Colombia, las enzimas mas estudiadas han sido la Cistationin 8 sintasa (CBS)
y la Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y los polimorfismos CBS 699
C>T, CBS 1080 C>T, 844in68pb y MTHFR 677C>T, involucrados con el
deficiente funcionamiento de estas dos (7). Los cofactores enzimaticos mas
importantes dentro del metabolismo de este aminoacido son el acido félico y la
vitamina B12, los cuales participan en la via de la transulfuracion de la Hcy y en
la remetilacion de esta a metionina (8,9) respectivamente. Al encontrarse la
presencia de alguno de los polimorfismos, en un individuo, se esperaria que los
niveles de los cofactores disminuidos y por lo tanto una alta posibilidad de
desarrollo tanto de HTA como de SCA, si un no la ha presentado (8).

3. JUSTIFICACION

La Enfermedad Cardiovascular (ECV) es uno de los problemas de mayor
impacto en la salud publica, y es considerada una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en el mundo (3). Frecuentemente acuden al servicio de
urgencias, personas que presentan dolor toracico, a los cuales se les realizan
multiple pruebas para determinar la severidad de la afeccion, pruebas que de
igual forma sirven para determinar si estadn o no en riesgo de desarrollar SCA
(10). ElI SCA es el grado severo de la enfermedad coronaria y se refiere al
proceso isquémico que involucra al miocardio (11), el cual puede ser detectado
mediante cambios en un electrocardiograma, sin embargo no siempre esta este
hallazgo presente, lo cual hace que el diagnéstico sea dificil y tenga que ser
confirmado por el laboratorio (10,12). Segun los indicadores basicos publicados
por la OPS en el afio 2009, la tasa de mortalidad por enfermedad isquémica al
miocardio es 148,9/100.000 habitantes (13), tasa que podria llegar a disminuir
previniendo el desarrollo de este en la poblacion, para lo cual es necesario la
identificacion de marcadores predictores de riesgo. Dentro de los factores de
riesgo para desarrollar ECV estan los habitos alimenticios y la hipertension
entre otros (14). La hipertension se considera como un factor de riesgo
moderado (PublicHealthAssociation) para el desarrollo de ECV y falla cardiaca
(4) y se relaciona con el estilo de vida de los individuos, asi como la diabetes y
la obesidad (14) aumentando con la edad, y sin existir diferencias significativas
entre hombres y mujeres (15), aunque diversos estudios demuestran lo
contrario (16). Se considera que en el mundo alrededor de 1 billén de casos de
personas sufren de hipertension, de las cuales aproximadamente 7.1 millones
de personas al afio, mueren en el mundo a causa de esta (3). Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud, la prevalencia en Colombia es del
12,6%, y se encuentra con mayor frecuencia en las mujeres que en los
hombres en los grupos de mayor edad (10,16). Al igual que el SCA, esta se
considera una enfermedad de alto costo (3), que de ser prevenida, los costos
que anualmente le implican al sistema de salud colombiano pueden verse
disminuidos. Recientemente se conoce como factor de riesgo de ECV, los
niveles disminuidos de las vitaminas del grupo B (Acido folico, B12 y B6) (8)
principales cofactores enzimaticos de la Metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) y la Cistationin B sintasa (CBS), enzimas involucradas de manera
importante dentro del metabolismo de la Homocisteina (8, 9,19, 20). La hcy es
un aminoacido que al encontrarse en altas concentraciones plasmaticas
(hiperhomocisteinemia), es considerado uno de los mecanismos relacionados
con el desarrollo de HTA y de ECV (4). La regulacidén de las concentraciones



de homocisteina esta dada por dos vias principales que son la remetilaciéon y
transulfuracion, las cuales pueden estar alteradas principalmente por defectos
genéticos (17,18) y deficiencia nutricional (24). Las deficiencias nutricionales
involucran vitaminas necesarias para el metabolismo de homocisteina, como la
vitamina B12, y el &cido folico (23). Y los defectos genéticos involucran
alteraciones en los genes que codifican para las enzimas que participan es
estos procesos (37, 7, 43). Por tal razén se pretende estudiar la relacién entre
las concentraciones plasmaticas de homocisteina, acido folico y la vitamina
B12 con los polimorfismos de los genes codificantes de las enzimas
involucradas.

4. REFERENTES CONCEPTUALES Y MARCO TEORICO
4.1 SCA e HIPERTENSION ARTERIAL

El SCA es un conjunto de signos y sintomas, que se presentan deforma aguda
como manifestacion de isquemia miocardica (2, 12). En este estan incluidos la
angina inestable y el infarto agudo al miocardio (2). Segun la OMS anualmente
fallecen 15 millones de personas a consecuencia de cardiopatias isquémicas,
(44) que se deben a la evolucion de los factores de riesgo, dentro de los cuales
esta incluida la HTA (2). La presion arterial o presion sanguinea se define
como la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos
sanguineos, su funcion es mantener estable el flujo sanguineo hacia y desde
todos los tejidos, y especialmente hacia los 6rganos vitales como el corazén y
el cerebro (25,26). El criterio 6ptimo con respecto al riesgo cardiovascular es
del120/80, sistdlica/diastélica aunque puede disminuir (Hipotensién) o aumentar
(Hipertension) (25).

La hipertension arterial (HTA) esta definida como la presién arterial mayor a
140/90 mm Hg, y es la causante de un gran porcentaje de muertes en todo el
mundo (25). Existen varios tipos de HTA, dentro de los que se destaca la HTA
secundaria poco comun (10%), se desarrolla posterior a patologias
cardiovasculares comunes y se presenta en edades menores (3); con mayor
prevalencia (90%) se encuentra la HTA esencial o primaria, afecta alrededor de
1billon de personas en el mundo (27), y aungue no se conoce exactamente la
fisiopatologia de esta, se sabe que esté relacionada con alteraciones en los
componentes (remodelamiento vascular, procesos de estrés oxidativo, entre
otros) (28) que intervienen en la homeostasis del cuerpo, se encuentra mas
relacionada con la edad avanzada (27).

Existen distintos factores para el desarrollo de la HTA esencial, relacionadas
con la industrializacion de los paises como la obesidad, aspectos de la dieta, el
sedentarismo, los niveles de lipidos, y algunos biomarcadores inflamatorios
(14), ademas de otros factores relacionados con la edad, el género, larazay la
herencia. Recientemente se conoce la asociacion del desarrollo de HTA con
niveles elevados de homocisteina (Hcy) (4), un aminoacido que se obtiene a
partir de la demetilacion de la metionina proveniente de la dieta (29, 30),
metabdlicamente la Hcy es importante para el reciclamiento de folato
intracelular, el catabolismo de la colina, de betaina y la formacion de cistina y
cisteina (6). Se describe un nuevo factor de riesgos, los niveles plasmaticos
disminuidos de las vitaminas del grupo B (acido fdlico, vitamina B12 y vitamina
B6). Alterando asi diversas vias metabdlicas en las que intervienen (8).



4.2HOMOCISTEINA

Al ingerir los alimentos, principalmente de origen animal, se ingieren con ellos
metionina (20) esta va a ser metabolizada para convertirse en cisteina,
teniendo como intermediarios varias formas de Hcy (18).El metabolismo de la
Hcy se lleva a cabo mediante dos vias principales, en las cuales participan una
serie de enzimas y cofactores enziméticos (Figura 1). En la primera via, la
finalidad es remetilar la Hcy para convertirla nuevamente en metionina. En esta
via intervienen enzimas como MS (metionina sintetasa), que utiliza Vitamina
B12 como cofactor, haciendo que la Hcy se remetile y se convierta nuevamente
en metionina, al transferirle un grupo metilo de la 5-MTHF (5-
Metiltetrahidrofolato) a la Hcy. En la segunda via se transulfura la Hcy por la
accion del CBS (Cistationin B Sintasa) que conjuga la Hcy con serina para
producir cistationina, la cual es escindida en cistina y a-Oxobutirato por accion
de la y-Cistationasa (18, 20, 21, 33).Este metabolismo puede verse afectado
por diversos componentes, dentro de los que se incluye una alta ingesta de
metionina, haciendo que la capacidad de metabolismo de este en las células se
sobre pase. La disminucion en el consumo de Vitaminas como la B12, B2 Y B6,
que participan como cofactores de la enzimas involucradas en ademas de
Acido Folico donador de grupos folato, impidiendo que haya una remetilacion
de la Hcy o anormalidades en el transporte o el metabolismo de estas.
Mutaciones o variaciones en los genes (Polimorfismos) que codifican para las
enzimas involucradas en el metabolismo de esta (21), como la
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que participa en la remetilacién de
la Hcy para convertirla nuevamente en metionina, y la Cistationin B sintasa
(CBS) la cual participa en la eliminacion de la Hcy, en forma de cistationina.
Todas estas alteraciones pueden generar el fenbmeno conocido como
Hiperhomocisteinemia (<15mg/L), considerado como factor de riesgo para
enfermedades cardiovasculares, entre otras (22, 24). Diversos estudios han
clasificado la hiperhomocisteinemia con un factor de riesgo independiente de
enfermedad cardiovascular (6, 21, 23), enfermedad cerebrovascular (10, 17),
trastornos del sistema nervioso central como alzheimer y demencia (29, 35, 42)
y algunas fracturas asociadas a osteoporosis. Para el tratamiento de esta, se
ha venido utilizando suplementos de acido félico y vitamina B12, pero en
estudios realizados proporcionando a los pacientes los resultados han sido
bastante diversos (32).
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Figura 1. Metabolismo de la Hcy. Castro R et al.(21)

4.3 ACIDO FOLICO Y VITAMINA B12

El acido folico y la vitamina B12 son vitaminas pertenecientes al grupo B (31),
se ingieren en la dieta principalmente de origen vegetal y animal
respectivamente (32), e intervienen en numerosas vias metabdlicas.

La via metabdlica de los folatos, es la que permite la transferencia de grupos
metilo (21) hacia distintos destinos, como la metilacion del ADN (30) y la
remetilacién de la Hcy para convertirse en metionina (21, 22). La interrupcién
de esta via metabdlica y del metabolismo de la Hcy es de caracter multifactorial
(genético, nutricional y ambiental) y esta relacionada con algunas condiciones
patolégicas entre las que se incluye en personas mayores la enfermedad
cardiovascular (8). Asi que la deficiencia de folatos, genera alteraciones no solo
en la expresidon génica al haber una inadecuada metilacion del ADN (30), sino
gue también alteraciones en la regulacion de las concentraciones plasmaticas
de Hcy (18, 35). Esta vitamina es capaz de disminuir los niveles plasmaticos de
la Hcy, al mejorar su metabolismo y estimular las enzimas especificas
involucradas (6).

Por otro lado la vitamina B12, es el cofactor de la enzima Metionina Sintasa
(MS) (8), la cual permite la transferencia del grupo metilo, obtenido del
metabolismo de los folatos, hacia la homocisteina para asi conseguir su
remetilaciéon y evitar su toxicidad (23).



Al verse afectado el metabolismo de estas vitaminas, se genera
hiperhomocisteinemia (29), que es en si la causante del desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, incluyendo la HTA (23).

4.4 POLIMORFISMOS

Los polimorfismos son variaciones genéticas puntuales, presentes en la
secuencia genética de los individuos de una misma especie (36). En relacion
con niveles bajos de las vitaminas del grupo B y la hiperhomocisteinemia, se
han descrito 4 principalmente: c. 677 C>T de la MTHFR. c. 699 C>T, c. 1080
C>T y 844ins68 de la CBS (7, 36-38).

4.4.1 MTHFR 677 C>T:

Este polimorfismo se ha encontrado como factor de riesgo para cancer
colorrectal al existir alteraciones en el metabolismo de la metionina, impidiendo
la transferencia de grupos metilo hacia el ADN, es decir se altera la metilacién
de genes promotores de crecimiento y diferenciacion celular, haciendo asi que
se generen tumores cancerigenos (24). Pero en lo que tiene mayor influencia
este polimorfismo es en la hiperhomocisteinemia como riego de enfermedad
cardiovascular (35).

La MTHFR es una enzima codificada por un gen que se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 1 en el locus 36.3 (Cr 1p36.3) (7). La secuencia de este
gen tiene 20341 pb, dentro de la que se encuentra una citosina en la posicion
677 (39) de forma normal. Se ha descrito principalmente en relacion con
hiperhomocisteinemia el polimorfismo 677 C>T, el cual corresponde a una
variante termolabil de la enzima (38), en donde se cambia una citosina por una
timina en la posicién 677 (42, 43). Si el polimorfismo esta presente, al ser
cortado el fragmento con enzimas de restriccion, se generan dos fragmentos de
177y 21 pb, y al no estarlo el producto del corte sera un solo fragmento de 198
pb, al no haber un punto de corte para la enzima Taqgl. Este polimorfismo se
presenta dentro de la poblacion sana con una frecuencia del 0,51 en personas
con niveles normales de homocisteina, y en una frecuencia del 0,71 en
personas con hiperhomocisteinemia (7).

4.4.2 CBS 699 C>T:

La cistationina 8 sintasa (CbS) es un tetrdmero formado por subunidades de 63
Kd, cada una esta unida a dos sustratos, el fosfato de piridoxal (PLP) cofactor
que cataliza la sintesis de cistationina a partir de homocisteina y serina, y la
adenosilmetionina (32).Esta es codificada por el gen que se encuentra en la
region subtelomeérica del brazo largo del cromosoma 21 en la banda (21g22) (8)
y tiene 23161 pb, (40), dentro de la que se encuentra una citosina (C) en la
posicion 699, la cual en el polimorfismo es cambiada por una timina (T) (32). La
presencia de este polimorfismo es detectada en el laboratorio, a partir de
fragmentos de distinto peso (177 y 112 pb) al de la secuencia sin el
polimorfismo (177,92 y 20 pb), al separar el producto de la digestién con la
enzima Rsal en gel de poliacrilamida (34, 35). Este polimorfismo es encontrado
dentro de la poblacién colombiana sana en una frecuencia del 0,21 en las
personas con niveles normales de Hcy y del 0,42 en las personas con
hiperhomocisteinemia (35).



4.4.3 CBS 1080 C>T:

Otro polimorfismo relacionado con la actividad de la CBS, es el 1080 C>T, (40)
dentro de la que se encuentra en la posicion 1080 una timina en vez de una
citosina como seria normalmente (7). Si el polimorfismo no esta presente, al ser
cortado el fragmento con enzimas de restriccion, se generan tres fragmentos
de 219, 178 y 68 pb, y al estar presente el polimorfismo, el producto del corte,
el resultado seran solamente dos fragmentos de 246 y 219 pb, al perderse un
sitio de reconocimiento de la enzima BstUI (7,). Este polimorfismo se encuentra
dentro de la poblacién colombiana sana con una frecuencia del 0,71 en
personas con niveles normales de homocisteina, y en una frecuencia del 0,35
en personas con hiperhomocisteinemia (7).

4.4.4 CBS 844in68:

Este polimorfismo consiste en una insercion de 68 pb en el fragmento 844 del
exon 8 (29,33), que se ha descrito como factor protector para el desarrollo de
trombosis (7), aunque existen resultados contradictorios en estudios
relacionados con la relaciéon entre la presencia del polimorfismo y el desarrollo
de enfermedades vasculares (36). Este polimorfismo por si solo no se
considera como factor de riesgo para hiperhomocisteinemia, sin embargo si se
encuentra este polimorfismo acompafiado de otro polimorfismo como el C677T
de la MTHFR, se convierte en un factor de riesgo importante para la
hiperhomocisteinemia (43).

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar la presencia de los polimorfismos C677T de la MTHFR y C699T,
C1080T, 844ins68pb de la CBS y su relacién con los niveles plasmaticos
de acido folico y vitamina B12 en pacientes colombianos con hipertension
arterial esencial con y sin sindrome coronario agudo.

5.2 Objetivos Especificos

e Describir la concentracion plasmética de homocisteina, vitamina B12 y
acido fdlico.

e I|dentificar la presencia o ausencia de los polimorfismos de la MTHFR vy la
CBS en la poblacion colombiana con hipertension arterial esencial con y sin
sindrome coronario agudo.

e Determinar la relacion entre las concentraciones plasmaticas de
homocisteina, &cido félico y vitamina B12 con los polimorfismos de la
MTHFR y la CBS.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/875

6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de Estudio: Se llevé a cabo un estudio transversal analitico de casos
y controles, con dos controles por cada caso relacionados por género y edad.

6.2 Poblacion de estudio

Se realiz6 el estudio con 504 pacientes, con edades comprendidas entre los
30 y los 90 afios de edad, con diagnéstico de hipertension arterial,
seleccionados a partir de listados de pacientes de los principales Hospitales de
los municipios de Pacho, Caqueza, Pamplona, Chia y Girardot, las ciudades de
Cartagena, Cucuta, Villavicencio, Popayan, Cali y Bogota. El tamafio de la
muestra fue calculado, mediante el programa Epidat 4.0, con la herramienta
tamafo de muestra para estudios de casos y controles, teniendo en cuenta que
la proporcion de los controles expuestos es de27% y la proporcion de casos
expuestos es de 40%, con un nivel de confianza del 95%, con un error tipo |
del 80%, un OR esperado del 4,75, y la asociacién de casos y controles de 1:2.
Los pacientes que estuvieron de acuerdo firmaron el consentimiento informado
(ANEXO 1), ademas de diligenciar una encuesta, para indagar sobre los
factores de riesgo cardiovascular conocidos (ANEXO 2), de utilidad para otros
estudios. Se analizaron las variables categoéricas de la siguiente forma:
individuos con diagnéstico de hipertension arterial por antecedentes,
clasificados por sexo femenino y masculino.

Se incluiran los pacientes que cumplan con los siguientes criterios:

e Edad mayor de 18 afios
e Presion arterial 2140/90 mm Hg
e Estar de acuerdo y firmar el consentimiento informado

6.2.1 Definicién de Casos y Controles

Se consideré como casos todo aquel paciente que tuviera diagndéstico clinico
de SCA, que no haya desarrollado un evento coronario en minimo dos meses
anteriores a la toma de la muestra.

Los controles se definieron como todo paciente que presentara HTA esencial
gue no haya presentado nunca SCA.

6.3 Procedimiento

6.3.1 Obtencioén de la Muestra:

Posterior a la firma del consentimiento informado, se obtuvieron las muestras
de sangre por puncién venosa a los pacientes en condiciones de ayuno no
menor a 10 horas ni mayor a 14 horas, en tubo seco para la medicion de acido
félico y vitamina B12, y en tubo con EDTA para el estudio genético.

6.3.2 Andlisis bioquimico

La homocisteina, el acido félico y la vitamina B12 fueron medidos en plasma
heparinizado, mediante un enzimoinmunoanalisis en fase sélida, competitivo y
quimiluminiscente, en el equipo INMULITE® 2000.



6.3.3 Andlisis de polimorfismos

Se realiz6 la extraccion de ADN genomico a partir de sangre total obtenida en
tubos con EDTA (acido etilen-diamino-tetraacéticotripotasico) mediante la
técnica PROBE, segun el protocolo estandarizado por el laboratorio del Instituto
de Genética Humana (ANEXO 3). Posteriormente, se realizé la amplificacion de
los 4 exones a analizar por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando un par de iniciadores para cada exon (FW y RW). Las condiciones de
la PCR para el andlisis del polimorfismo 677 de la MTHFR y de los
polimorfismos 699, 1080 y Exon 8 de la CBS, estan determinadas bajo un
protocolo establecido por el laboratorio (ANEXO 4).

Después de la amplificacion los productos de la PCR correspondiente a los
polimorfismos, se observaron en geles de agarosa al 1% y se revelaron con
bromuro de etidio (ANEXO 5). Para los todos los polimorfismos excepto la
844ins68 pb, se analizan los fragmentos polimérficos generados con enzimas
de restriccion (restrictionfragmentlengthpolymorphism, RFLP) (ANEXO 6) en
geles de poliacrilamida (ANEXO 7) al 12% y se utilizaron las enzimas de
restriccion —Rsal, -BstUI, +Tagl. Posteriormente, se realizé la coloracion de los
geles con nitrato de plata para evidenciar las bandas obtenidas tras la digestion
(ANEXO 8).

6.4 Analisis de datos

Los datos fueron recopilados en el programa Excel ®, Microsoft Office 2010,
separandolos por sexo y en casos y controles.

Las variables cuantitativas de edad, y concentraciones plasmaticas de
homocisteina, acido folico y vitamina B12 fueron analizadas mediante
estadistica descriptiva utilizando medias y desviaciones estandar, con el fin de
caracterizar la poblacion estudiada. La diferencia entre géneros se realizd con
una comparaciéon de medias (t student) de cada una de las variables, con un
valor estadisticamente significativo p< 0,05. Los polimorfismos fueron
analizados, determinando la prevalencia de cada uno de estos en la poblacion
general. Como estrategia para determinar la relacion entre las concentraciones
plasmaticas de homocisteina, acido félico y vitamina B12 con los polimorfismos
se realiz6 un Odds Ratio.Las pruebas estadisticas fueron realizadas con los
programas Epidat version 4.0.

7. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio un total de 504 pacientes hipertensos, 73 hombres
y 95 mujeres con su respectivo controles 146 hombres 190 mujeres. La
relacion hombres: mujeres fue de 7:10 al encontrarse un 43,45% y 56,55%
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién del Grupo 1. Relacién Hombres: Mujeres 7:10

Se cuantificaron las concentraciones plasmaticas de homocisteina, acido félico
y vitamina B12. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de la poblacion en
general y la diferencia entre hombres y mujeres, de acuerdo a las variables
cuantitativas de edad, concentraciéon de homocisteina, acido folico y vitamina
B12, en términos de media y desviacion entandar.

Tabla 1. Descripcion de variables cuantitativas de la poblacion general entre
hombres y mujeres

Hombres Mujeres
n 73 95 p
146 190
61,01+10,70 64,08+10,93
Edad 61,56*+11,16* 63,48*+10,69* 0,234
11,58+6,53 10,67+6,73
Acido Félico 5,43*+3,9* 5,4*+2 37* 0,236
381,39+198,43 441,05+215,16
Vitamina B12 502,29*+237,59*  487,23*+226,75* 0,063
20,56+69,35 11,25+5,16
Homocisteina 10,25*+5,05* 8,3*+3,5* 0,021

* Valores correspondientes a la poblacion control. n=NUmero de pacientes.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas de la poblacién, y la diferencia
entre casos y controles, de acuerdo a las variables cuantitativas de edad,
concentracion de homocisteina, acido fdélico y vitamina B12, con rangos
determinados segun la media maso o menos la desviacion estandar, y
clasificados segun los niveles de riego de SCA.



Tabla 2. Categorizacidn de las variables cuantitativas segun los niveles de riesgo
cardiovascular

NIVEL DE RIESGO A 10 ANOS

Caracteristica Total Bajo Intermedio Alto
<10% 10-20% >20%
Edad
Hombres 61 + 10,7 49,5+ 8,4 61 + 8,27 67,68 = 9,29
Mujeres 61,37 £ 10,9* 50,25 + 7,25* 62,48 + 7,9* 68,04 + 10,4*
63,6 £ 10,5 61,9+8,9 69,68 + 12,27 70,67 £ 13,65
63,5+ 10,7* 60,89 +10,23* 70,16 + 9* 71,6 £ 6,35*
Homocisteina
Hombres 12,52 £5,7 10,6 £+2,8 12,34 + 3,63 12,65 + 4,67
. 10,25 + 5* 9,02 +4,17* 10,2 + 3,4* 10,8+ 7,3*
Mujeres
11,25 +£5,16 11,24 £ 5,56 11,34 + 3,58 10,7 + 3,19
8,3 + 3,5* 7,9 + 3,6* 9,14 + 3,22* 8,61 + 2,46*
Acido Foélico
Hombres 11,6 £ 6,63 8,7+4,8 11,91 £ 4,96 11,4 + 3,98
Mujeres 5,4 + 3,9* 5,32 +5,02* 5,37 + 3,75* 55+ 3,07*
10,6 £ 6,77 10,7+7 11,07 £6,1 7,59 + 4,37
5,42 + 2,36* 5,49 + 2,49* 5,17 + 2* 5,42 +1,28*
Vitamina B12
Hombres 381,39 +198,4 354,7 + 278,2 412,35+ 175,7 361,76 £177,5
Mujeres 501,6 + 239* 445,89 +217,2* 479,13 £ 229,86* 569,8 + 248,64*
443 £212,9 429 +210,2 515,18 + 241,09 420,3 + 96,23

487,23 + 226,7* 477,97 + 223,8* 517,7 £ 233,2* 414 + 293,09*
* Valores correspondientes a la poblacién control.

Se realiz6 una comparacion de las variables cuantitativas entre hombres y
mujeres del grupo de casos, mediante una comparacién de medias en donde
se encontrd una diferencia significativa Unicamente en la edad con un p=0 de
los pacientes clasificados en un bajo riesgo de desarrollo de enfermedad
cardiovascular; en cuanto a las otras variables no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre hombres y mujeres (Tabla 3).



Tabla 3. Comparacion entre hombres y mujeres de la poblacion de casos.

NIVEL DE RIESGO A 10 ANOS

CARACTERISTICA TOTAL BAJO INTERMEDIO ALTO
<10% 10-20% >20%

EDAD

Hombres 61 +10,7 49,5+ 84 61 + 8,27 67,68 £ 9,29

Mujeres 63,6 £ 10,5 61,9+8,9 69,68 + 12,27 70,67 + 13,65
p=0,1174 p=0 p= 0,06 p=0,6153

HOMOCISTEINA

Hombres 12,52 +5,7 10,6 + 2,8 12,34 + 3,63 12,65 + 4,67

Mujeres 11,25 +5,16 11,24 + 5,56 11,34 + 3,58 10,7 £ 3,19
p=0,1337 p=0,66 p=0,3734 p= 0,49

ACIDO FOLICO

Hombres 11,6 £ 6,63 8,7+4,8 11,91 + 4,96 11,4 + 3,98

Mujeres 10,6 £ 6,77 10,7+7 11,07 £ 6,1 7,59 + 4,37
p=0,3408 p= 0,294 p=0,6136 p=0,1296

VITAMINA B12

Hombres 381,39 +198,4 354,7+278,2 412,35+175,7 361,76 £177,5

Mujeres 443 £ 2129 429 + 210,2 515,18 + 241,09 420,3 + 96,23
p= 0,0578 p= 0,2407 p=0,1016 p= 0,5825

Se identificaron los polimorfismos 677 C/T de la MTHFR, 699 C/T, 1080 C/T y
844ins68pb de la CBS, a los cuales se les determind la prevalencia, siendo asi
el polimorfismo C677T heterocigoto fue el que mas se encontré presente dentro
de la poblacion estudiada y el polimorfismo que menos se encontré fue
844ins68pb de forma homocigota (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de los polimorfismos

n W/W W/M M/M Frecuencia de

alelo M

Cce67T 168 27,38%  58,33% 14,29% 0,43
336 *24,11% *54,17% *21,73% *0,49

C699T 168 49,40%  43,45% 7,14% 0,29
336 *60,42% *34,52% *5,06% *0,22

C1080T 168 51,19%  43,45% 5,36% 0,27
336 *48,81% *43,45% *7.74% *0,29

844ins68pb 168 86,31% 12,5% 1,19% 0,074
336 *92,86%  *6,85% *0,3% *0,04

n= Tamano de la poblacidn estudiada; W= alelo normal; M= alelo mutado; * controles



Tabla 5. Relacion entre los polimorfismos C677T de la MTHFR, C1080T,
C699T, 844Ins68pb de la CBS con los niveles plasmaticos de acido fdlico,
vitamina B12 y homocisteina en los Casos.

OR INTERVALO p
HCY 677 3,840 1,5484-9,5242 0,0024
VB 677 5,66 1,7338-18,2048 0,0014

HCY: Homocisteina AF: Acido Folico VB: Vitamina B12

Se encontro relacion entre el polimorfismo C677T con niveles elevados de hcy
(OR=3,840) y niveles disminuidos de vitamina B12 (OR= 5,66) pero no se
encontrd relacion con las concentraciones plasmaticas de acido félico en los
casos con SCA, en el grupo control no existio relacién entre el polimorfismo con
los niveles plasmaticos de hcy, &cido félico ni vitamina B12. Se encontrd
relacion entre el polimorfismo C699T en los controles (OR=5,88) con niveles
elevados de hcy, pero en los casos la relacién estuvo entre el polimorfismo y
los niveles disminuidos de vitamina B12 (OR=4,3939), y en ninguna de las
situaciones se encontrd relacion entre el polimorfismo y las concentraciones
disminuidas de acido félico. Respecto al polimorfismo C1080T se encontrd
relacion con niveles aumentados de hcy en los controles (OR= 4,1174), pero no
en los pacientes, en los cuales si se encontré una relacion entre el polimorfismo
y las concentraciones disminuidas de acido félico aunque no fue significativa
(OR= 4,84). La inserciéon de 68pb en 844 no tuvo relacion con los niveles
elevados de homocisteina, no se pudo determinar la relacion de este con los
niveles plasmaticos de homocisteina en los casos, ni de acido félico y vitamina
B12 en ninguno de los 2 grupos al no encontrarse pacientes que presentaran el
factor de riesgo (844ins68pb) y el evento (hiperhomocisteinemia, o niveles
disminuidos de acido folico y vitamina B12). La relacion entre entre los
polimorfismos C677T de la MTHFR, C1080T, C699T, 844Ins68pb de la CBS
con los niveles plasméticos de &cido félico, vitamina B12 y homocisteina estan
descritos mediante los OR en la Tabla 5.

8. DISCUSION

En este estudio se encontro, que los determinantes nutricionales son de gran
importancia en el desarrollo de SCA, ya que se encontraron mas disminuidas
las concentraciones de acido folico y vitamina B12 a medida que aumenta el
riesgo cardiovascular. Igualmente la edad y las concentraciones de
homocisteina son parte importante de los factores de riesgo, al encontrar una
relacion directamente proporcional entre estas y el desarrollo de eventos
coronarios (Tabla 2).

En relacién con la edad, entre mayor fue esta, se encontraron los niveles de
homocisteina mas aumentados y los niveles de vitamina B12 y acido folico mas
disminuidos, lo que puede ser dado por el deterioro progresivo de las funciones
fisiologicas del cuerpo con la edad, dentro de las cuales esta la disminucion de
la absorcidn intestinal de nutrientes, en las cuales podemos incluir las vitaminas
reguladoras del metabolismo de la homocisteina, que al absorberse menos, se
van a encontrar niveles plasmaticos de estas disminuidos y niveles de hcy



aumentados (45). Esto también puede ser dado ya que con el aumento de la
edad también cambian las exigencias nutricionales y hay una diminucion en la
ingesta de nutrientes (20).

En relacion con el sexo los hombres tienen mayor riesgo de desarrollar SCA ya
que se encontr6 que desarrollaron a edades méas tempranas un evento
cardiovascular, y que ademas presentan un aumento considerable de los
niveles de homaocisteina, y disminucién de los niveles de las vitaminas con el
aumento de la edad, en comparacion con las mujeres. Moreiras et al. (20), en
el estudio SENECA en donde se llevo a cabo un seguimiento por diez afios a
1072 personas europeas de edad avanzada con nacidas entre 1913 y 1918,
las que se les evalud la homocisteina y su relacion con otras vitaminas, se
encontré que a partir de los 10 afios de edad aproximadamente, cuando se
empieza a dar el desarrollo sexual y produccion de los estrogenos en las
mujeres, se empezaron a encontrar variaciones significativas de los niveles de
homocisteina siendo superiores en hombres que en mujeres. Estas diferencias
pueden estar dadas por la funcion protectora de los estrégenos en las mujeres,
ya que se ha visto que los niveles elevados de estrégenos estan asociados a
concentraciones disminuidas de hcy (47). Estos desencadenan una serie de
reacciones que conllevan a vasodilatacion al promover la liberacion de 6xido
nitrico, y la regulacion de la proliferacion y migracion celular vascular,
retrasando la formacién de placas ateromatosas (46), teniendo un papel
antagonista con la hcy, ya que esta produce lo contrario a estos efectos (48,
49). Autores han sugerido que el efecto de los estrégenos sobre las
concentraciones de hcy, se da por la transaminacion de la metionina, que al ser
asi, se disminuirian las concentraciones de hcy (47).

En el estudio llevado acabo Kale et al. (35) en 2010 con una poblaciéon de 31
pacientes y 48 controles, con edades entre 18 y 40 afios, se encontré que las
concentraciones plasméaticas de homocisteina tienen una relacion inversa con
las concentraciones plasmaticas de vitamina B12, pero no con &cido folico,
encontrdndose valores menores de vitamina B12 cuando los valores de
homocisteina estuvieron aumentados. Este fenébmeno, se encontré también en
este estudio (tabla 3), al analizar las concentraciones de la vitamina B12, de
acido félico y de homocisteina en la poblaciéon en general. La concentracién
plasmatica de homocisteina igualmente mostré una relacion inversa con la
vitamina B12 pero no con el &cido félico.

Se ha descrito que una de las causas de hiperhomocisteinemia es la presencia
del polimorfismo C677T de la MTHFR (24, 30, 41), lo que fue confirmado en
este estudio al encontrar una relacion estadisticamente significativa (p=0,0024)
entre estos dos factores. Igualmente existen antecedentes de que la vitamina
B12 estd relacionada con la hiperhomocisteinemia en pacientes con
enfermedad cardiovascular (7, 17, 24), ademas se encontro relacion entre el
polimorfismo y niveles disminuidos de vitamina B12 (p=0,00014) aunque no
existen reportes de esta relacion. La vitamina B12 es el cofactor de la enzima
Metionina Sintasa, que esta involucrada en la via de remetilacién de la hcy, que
al estar disminuido no permitiria un optimo funcionamiento de la enzima (28),y
al encontrasen estos dos factores en conjunto tendria una significativa relaciéon
con niveles aun mas elevados de homocisteina, por lo cual se sugiere realizar
un estudio en el que se evalle este concepto. Bermudez et al. (7) describe
como factor asociado a hiperhomocisteinemia los polimorfismos de la CBS
(C699T, C1080T, 844ins68pb), aunque en los resultados obtenidos mencionan



gue el polimorfismo C699T no mostré relacion con los niveles de homocisteina
en la poblacion sana, al igual que en el presente estudio En cuanto al
polimorfismo C1080T Bermudez et al. (7) encontraron que si existe una
relacion significativa con niveles elevados de homocisteina en la poblacion
colombiana sana, lo que también ocurre en la poblacion hipertensa que no
presenta SCA y no en la que si lo presenta; en la poblacion hipertensa con
SCA se encontrd relacion entre el polimorfismo con niveles disminuidos de
acido félico aunque no fue significativa (p= 0,9882), lo que haria que los niveles
de homocisteina estuvieran mas aumentados, al existir interferencia en la via
de la transulfuracion por el polimorfismo de la CBS enzima encargada de
conjugar la Hcy con serina para producir Cistationina (6, 7, 9), y en la via de la
remetilacion de la hcy por la deficiencia del folato, el cual es el donador de
grupos metilo para que esta reaccion suceda (8, 24, 34). En este estudio no se
encontré relacion entre el polimorfismo 844ins68pb con niveles elevados de
homocisteina en ninguno de los dos grupos, lo cual confirma lo descrito por
Bermudezet al. (7) y Franchiset al.(43), al relacionar este polimorfismo con un
papel protector de hiperhomocisteinemia.

9. CONCLUSIONES

e Se realizé una descripcion de los parametros bioquimicos, homocisteina,
vitamina B12 y &cido félico en los pacientes para determinar las
diferencias significativas entre hombres y mujeres.

e Se identifico la presencia del polimorfismo C677T de la MTHFR con una
prevalencia heterocigoto (C/T) del 55,56% y homocigoto (T/T) del
19,25%.

e Se identifico la presencia de los polimorfismos C699T, C1080T vy
855ins68b, con wuna prevalencia del 5,75%, 6,94% vy 0,6%
respectivamente en su presentacion homocigota.

e Los polimorfismos C677T de la MTHFR y C1080T de la CBS se
relacionan con niveles elevados de hcy, y con los niveles disminuidos de
vitamina B12, solo el segundo se relaciona con niveles disminuidos de
acido fdlico.

e El polimorfismo 844ins68pb esta relacionado con niveles normales de
homocisteina en la poblacion de estudio.

e Se encontré relacion entre hiperhomocisteinemia con el desarrollo de
SCA.
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10.RECOMENDACIONES

e Estudiar la relacién entre los polimorfismos con las concentraciones

plasmaticas de vitamina B6.

e Cuantificar los niveles de estrogenos en la poblacion, para evaluar la
accion reguladora que estos ejercen sobre las concetraciones de

homocisteina.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE MEDICINA pem————
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA (
Estudio: ASOCIACION ENTRE HOMOCISTEINA Y OTROS FACTORES DE .
RIESGO CARDIOVASCULAR CON LOS POLIMORFISMOS 699 C/T ,1080 C/T ~

844 INSERCION 68 pb DE LA CBS Y 677 C/T DE LA MTHFR, EN PACIENTES
CON SINDROME CORONARIO AGUDO .

Usted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por
el Instituto de Genética Humana de la Pontificia Universidad Javeriana, con la participacion
de la unidad de cardiologia del Hospital de San Ignacio. Es muy importante que usted lea y
entienda ciertos puntos importantes en la realizaciéon de este estudio: (a) Su participacion en
este estudio es totalmente voluntaria. (b) El participar en este estudio puede no beneficiarlo
a usted directamente, pero esta investigacion nos permite clarificar muchos conceptos sobre
la enfermedad y su mecanismo de herencia, de manera que los beneficios posteriores sean
para usted, su familia u otros individuos afectados. (e) Usted puede retirarse del estudio
cuando lo desee, La revocacion de este consentimiento no tendrd perjuicio alguno sobre la
relacion médico-paciente.(d) Ninguna persona involucrada en este estudio recibird
beneficios econdémicos como pago por su participacion. (e) Este estudio no tiene ningun
interés econémico por parte nuestra o de las instituciones colaboradoras. (f)
CONFIDENCIALIDAD: Los registros con la informacion de cada individuo permaneceran
archivados en el lustituto de Genética Humana. Las historias médicas. los resultados de
examenes v la informacion que usted nos ha dado son de cardcter absolutamente
confidencial, de manera que, solamente usted y ¢! equipo de investigacién tendra acceso a
estos datos. Por ningun motivo se divulgard esta informacion sin su consentimiento.
Cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas médicas cientificas o en
congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron parte en el estudio serdn
omitidos. (g) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus inconvenientes, incomodidades
y cualquier informacion importante estd resumida a continuacion y sera explicada por el
grupo investigador. (h) Si tiene algin interrogante sobre el estudio por favor no dude en
manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le contestard sus
preguntas.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla de los investigadores, o
directamente con:

Jaime Bernal
Marta Bermader i
Instituto de Genctica Hamann
L Tel: (91)3208320 (Fxt. 2791, 279, 2798)




PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

i OBJETIVO:

Determinar la asociacion de homocisteina plasmatica y otros factores de riesgo
cardiovascular con presencia o ausencia de los polimorfismos 699C/T, 1080 C.'T, 8-4
insercidén 68 pb de la CBS v 677 C/T de la MTHFR en pacientes que han presentado
sindrome corcnario agudo, pertenecientes a una cohorte de hipertensos colombianos con

estratificacion del riesgo de enfermedad vascular estimado a 10 arios.

PROCEDIMIENTO:

Se hard registro de datos sobre, edad, sexo, peso talla, circunferencia abdominal, de forma
adicional se tomard una muestra de aproximadamente 14 ml de sangre de la vena, a la cual
se le cuantificara los niveles colesterol total, colesterol LDL v colesterol HDL, triglicéridos.
glucosa, homocisteina. BUN, creatinina. acido folico, vitamina Bg vitamina Bis, se
identificaran los polimorfismos 699C/T, 1080 C/T, 844 insercién 68 pb de la CBS v 677
C/T de la MTHFR. Si fuera necesario repetir los exdmenes. usted seria notificado para
tomar las muestras nuevamente. Estas muestras serdan manejadas Gnicamente por las
personas involucradas directamente en este proyecto, ademés serdn almacenadas y
procesadas en el Instituto de Genética Humana. Si usted decide retirarse del estudio. sus
muestras dejardn de ser utilizadas de inmediato v serdn devueltas st asi lo desean.

RIESGOS E INCOMODIDADES

La participacion en este estudio representa riesgo minimo para su salud e integridad v las
molestias y efectos adversos estardn representados exclusivamente por la toma de muestra
referida en el procedimiento.

BENEFICIOS ADICIONALES:

Este estudio nos ayudara a entender las causas de las enfermedades genéticas. Se puede dar
el caso donde usted v su familia no se beneficien directamente, pero tanto su familia como
otros individuos afectados si pueden beneficiarse. En el caso donde se logre conocer la
alteracion genética, se le informard inmediatamente. Es importante aclarar que este estudio
no tiene ningun interés economico por parte de nuestra o de las instituciones colaboradoras.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES
Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes
responsabilidades vy precauciones:

MANEJO DE RESULTADOS:

Los resultados de los estudios genéticos solo le seran revelados cuando representen una
ayuda diagnostica para la entdad objeto de este estudio. esios resuitados le seran
entregados durante consulta L.llﬂl\.d en presencia de un MEDICO GENETISTA.- Los

P




PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA

resultados de pruebas diagnodsticas no genéticas empleadas en el estudio seran remitidos en
sobre cerrado directamente al médico tratante que lo remitio.

OTRA INFORMACION PERTINENTE:

Confidencialidad: cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas médicas
cientificas o en congresos cientificos, los nembres de todos aquellos que tomaron parte en
el estudio seran omitidos. Los registros médicos de cada individuo permanecerdn
archivados en el Instituto de Genética Humana. Las historias médicas, resultados de
examenes y la informacién que usted nos ha dado son absolutamente confidenciales, de
manera que solamente usted y el investigador tendra acceso a estos datos. Por ningun
motivo se divulgard esta informacion sin su consentimiento.




PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA

AUTORIZACION:

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el future a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decision con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores:

I

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado
el estudio de investigacion.

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla en las situaciones sefialadas a continuacién:

En estudios complementarios de diagnostico para mi o algin miembro de mi familia:
0S1 ONo

En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de esta toma de
muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de identificacion _0Si
_ONo

En estudios-de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto de esta
toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de
identificacion [0Si [ONo

En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones nacionales  y/o
internacionales, siempre y cuando exista acuerdo interinstitucional previo, aprobacion
del comité de ética y se conserve en anonimato mis datos de identificacion  SSi ONo
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION
VOLUNTARIA
EN EL ESTUDIO:

Yo identificado con documento ds |
idenuticacion No. de acepto |
voluntariamente que se me tome una muestra de . con el i
fin de realizar andlisis de 5 =
Asi mismo. declard que se me ha explicado la presencia de los riesgos v el manejo que se le :
dara al material de muestra.

Fecha:

Paciente. Acudiente. Representante legal

Testigo

]
i
j
|
i
!
! Investigador
|

L

n
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FACULTAD DE MEDICINA
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA T OMA DE MUESTRAS

I3

BIOLOGICAS CON EL OBJETO DE REALIZAR DIA GNOSTICO MOLECULAR

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de
este estudio genético de diagnéstico molecular: (a) La realizacion de este estudio es
totalmente voluntaria. (b) La naturaleza de este estudio, su propésito, sus limitaciones, sus
riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado
de este, le serd explicada por el equipo de atencion clinica (c) Si tiene algun interrogante
sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con
mucho gusto, le contestard sus preguntas. (d) ENTREGA DE RESULTADOS: Los
resultados dej estudio le seran entregados (sin costo adicional) durante consulta clinica en
presencia de un MEDICO GENETISTA. En caso que usted no acepte esta condicidn, el
resultado serd remitido en sobre cerrado directamente al médico tratante que lo remitio. (e)
CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permanecerdan
archivados en el Instituto de Genética Humana. Las historias médicas, los resultados de
exdmenes y la informacion que usted nos ha dado son de caracter absolutamente
confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de atencion clinica tendran acceso
a estos datos. Por ningiin motivo se divulgara esta informacion sin su consentimiento.
Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla de los investigadores, o
directamente con:

Jaime Bernal
Marta Bermudez
Instituto de Genética Humana
Tel: (91)3208320 (Ext. 2791, 2796, 2798)
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PROCEDIMIENTO:

Se realizard una entrevista clinica inicial y se procederd a tomar una muestra de

aproximadamente de
mediante

_ En caso de que sea necesario repetir los exdmenes, usted serd notificado para tomar las
muestras nuevamente. Estas muestras serdn manejadas Unicamente por personas
involucradas en el equipo de atencion clinica.

BENEFICIOS ADICIONALES:

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decisidon con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores:

0 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el
estudio de investigacion.

0 Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearia
ent las situaciones sefialadas a continuacion:

-En estudios complementarios de diagnostico para mi o algun miembro de mi familia: TSi

CNo
-En estudios de investigacién especificos para la(s) entidad(es), objeto de esta toma de
muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de identificacion 51

CNo

-En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto de esta toma
de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de identificacién OSi
CNo

-En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones nacionales y/o
internacionales, siempre v cuando exista acuerdo interinstitucional previo, aprobacion del
comité de ética y se conserve en anonimato mis datos de identificacion St TNo
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS Y REALIZACION
VOLUNTARIA DEL ESTUDIO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR DE:

- Yo. : identificado  con  documento Ze

o By DR - A Y AT
fdenliflcacion:  No. de 5 s atEnm

con el in

W

voluntariamente que se me tome una muesira d
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ASOCIACION ENTRE HOMOCISTEINA Y OTROS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR CON
POLIMORFISMO 699 C/T, 1080 C/T, 844 INSERCION 68pb DE LA CBS Y 677 C/T DE LA MTHFR, EN
PACIENTES CON SINDROME CORONARIO AGUDO.

Nombre
Fecha

La informacion solicitada en este formato tiene caractes estrictametne confidencial y solo sera
usada con fines académicos. Por favor, lea cuidadosamente cada pregunta y sefale con una X la
respuesta que corresponda. Le agradecemos la participacion y la sinceridad prestada al realizar la
encuesta.
Natural de Procedente de

1. GENERO [ JFemenino [ ] Masculino

2. EDADl:I:| Anos cumplidos

LD I 1 L]
3. FECHA DE NACIMIENTO DD/MM/AA
4. ESCOLARIDAD:
Ninguna |:| Primaria |:| Secundaria |:|
Universitario || Técnico | | Posgrado [ |
5. REGIMEN DE SEGURIDAD SOCIAL: si| ] No [ ]
Subsidiado | | Vinculado | ] Contributivo[ |
Nombre de la entidad
6. OCUPACION
[ ] Amade Casa [ ]Estudiante [ | Trabajador Independiente

[ ] Laboralmente vinculado [ ]Pensionado



10.

1.

12.

13.

14,

18.

ETNIA [ ]Blanca [ ] Mestiza

| Afrodescendiente [ ] Indigena
ESTATURA en metros.
PESO I:I en kilogramos.
IMC Perimetro Abdominal
¢Usted es o ha sido fumador? Sl
¢Por cuanto tiempo fumé?  MESES ANOS
4USTED FUMA EN LA ACTUALIDAD? st []

Si respondié NO en esta pregunta, pase a la pregunta 15.

¢ Hace cuanto tiempo fuma? Meses

Numero de paquetes de cigarrillos que fumé en la ultima semana

NO

NO [ ]

Cantidad Cigarrillos Paquetes

¢ Tiene algun problema cardiovascular conocido?

Sl NO NO SABE

Afos



16.

¢Cual es ese problema?

17.

18.

19.

20.

21.

¢ Ha estado hospitalizado por Sindrome Coronario Agudo?

Sl

¢Cuantas veces?

¢Cuando?

NO

¢ Cual era su tensién arterial cuando estuvo hospitalizado?

Sabe si su tension arterial actualmente es:

Alta

Normal

Baja

No sabe

Si respondié NO SABE en esta pregunta, por favor pase a la pregunta 25.

22. Toma algin medicamento para controloar su tension arterial. Sl NO

23.

¢ Cual medicamento?

Nombre genérico



24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

3.

32,

33.

34.

35.

36.

Tension arteril antes de la toma de muestra DIASTOLICA

¢ Tiene el colesterol aumentado?  SI I:I NO I:I
¢Tiene los triglicérido aumentados? Sl I:I NO I:I

¢Tiene la glucosa aumentada? Sl |:| NO |:|

¢Alguno de sus familiares ha tenido Sl I:I NO I:I
Problemas cardiovasculares?

SISTOLICA____

NOSABE | |

NO SABE [ |
NOSABE | |
NOSABE | |

Si respondio si en la pregunta 28 indiquie quien o quienes y la edad de cada uno:

¢ Usted sufre de diabetes?

¢Alguien de su familia sufre de diabetes?

¢ Ud. sufre de alguna otra enfermedad?

¢Cuales?

¢ Toma algun medicamento diferente al de control de la tensién arterial?

st [ ] No[ |

¢Cuales?

¢Con qué regularidad usted hace ejercicio?

I:I Diariamente I:I Una vez por semana |:|2 0 3 veces por semana



I:I Mas de 3 veces por semana |:| Nunca

37. ¢Ha seguido alguna dieta alimenticia en el ultimo afo?

S I:I NOI:|

38. En esta dieta se evita el consumo de (marque con una X todas las casillas necesarias)

I:IFrutas I:I Vegetales I:I Carnes

I:ITodos los anteriores |:|Otro ¢cual?

39. ¢Con que frecuencia consume frutas y verduras?

Siempre Casi siempre Casi nunca Nunca

40. ;Toma suplementos vitaminicos actualmente?

si| | No[ ] NO SABE [ |

ANEXO 3
PROTOCOLO EXTRACCION DE DNA - PROBE

PROTOCOLO EXTRACCION DE DNA

1.

S

7.
8.

9.

En un tubo Falcon de 15 mL, medir 2 mL de Buffer de Lisis de Globulos
Rojos, mas 1ml de sangre.

Agitar 15 minutos a 3000 rpm.

Centrifugar a 3000 rpm por 8 minutos.

Descartar el sobrenadante y conservar el pellet.

Mezclar el pellet (vortex).

Adicionar 2 mL de Buffer de Lisis Celular y mezclar por chupeteo de 20 a 25
veces. Dejar a temperatura ambiente 1 hora. Se puede suspender el punto
dejando a 4°C.

Adicionar 400 uL de Solucion Precipitante de Proteinas.

Centrifugar a 4000 rpm por 20 minutos.

Adicionar 200 uL de Solucion Precipitante de Proteinas.

10. Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.
11.Adicionar 100 uL de Solucion Precipitante de Proteinas.
12.Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.



13.Verter el sobrenadante en Falcon de 15mL que contenga 6 veces el
volumen de Isopropanol frio, segun el volumen de sobrenadante. Dejar en

reposo 5'.

14.Mezclar cuidadosamente por inversion para precipitar el DNA.

15.Envolver el DNA en una pipeta y pasarlo por etanol al 70% frio. Deja secar
a temperatura ambiente por unos segundos y resuspender con H20
dependiendo de la cantidad de DNA recuperado.

16.Conservar en congelacion.

PASO ADICIONAL: (Cuando no hay precipitacion)

1. Colocar la décima parte de acetato de sodio.
2. Centrifugar a 5000 rpm por 30 minutos

3. Descartar el sobrenadante y dejar boca abajo por 12 horas.

4. Resuspender con 100uL de H20 destilada estéril, poner en el bafio a 65°C

por una hora.
5. Centrifugar a 5 minutos a 3500 rpm.

ANEXO 4

PROTOCOLO DE AMPLIFICACION

Polimorfismo

Fw

Rw

Condiciones PCR

Ce77T

5 GAAGGAGAAG
GTGTCTGCGGG
A3’

5’AGGACGGTGCG
GTGAGTGZ

94°C por 3 minutos;
luego 35 ciclos (94°C
por 30 segundos, 62°C
por 1 minuto y 72°C
por 30 segundos) y
finalmente 72°C por 7
minutos

C699T

5’CAGCAACCCC
CTGGCTCAGT3’

5CAGCCATGCCC
TGTGTTTGCTATT
37

92°C por 3 minutos
para la denaturacion
del DNA; luego 35
ciclos (92°C por 1
minuto, 64°C por 1
minuto y 72°C por 30
segundos) y
finalmente 72°C por 7
minutos

C1080T

5CAGTGCCCAC
CCCAGCTCATTA
3’

5GGCCTCCTCCC
CTCCCA3’

a 95°C por 20
segundos; luego 35
ciclos (95°C por 5
segundos, 66°C por 30
segundos y 68°C por
40 segundos) y
finalmente 68°C por 10
minutos

844ins68 pb

5"CCGCAGG
GTGGTCTGTCTG
GACTG3

5°'AGCCC
CACTCAGCATCCG
TGTGAC3’

94°C por 2 minutos;
luego 35 ciclos (94°C
por 10 segundos, 60°C
por 25 segundos, 72°C
por 30 segundos) y




finalmente a 72°C por
5 minutos

Termociclador: BIO-RAD: modelo: Cycler Termar Cycler.

ANEXO 5

PROTOCOLO ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 1%

1. En un tubo Falcon de 500 ml, medir 100 ml de TBE-1X

2. Se mezcla 1 gramo de agarosa al 100% con el TBE-1X y se pone al
microondas por dos minutos.

3. Se adicionan 7 microlitros de Bromuro de etidio, homogenizando bien la
mezcla.

4. Se vierte sobre la bandeja de electroforesis horizontal, se pone el peine de
los pozos y se deja unos minutos hasta que gelifique completamente.

5. Se pone a correr el gel a 120 wv durante 30-60 minutos.

6. Se pone el gel sobre luz UV y se observan los resultados del amplificado.

ANEXO 6
PROTOCOLOS DE DIGESTION

Polimorfismo | Enzima | Temp | Tiempo Fragmentos pb
°C h CIC T/T
699 Rsal 37 8-14 177-92-20 177-112
1080 BstUI 60 8-14 219-178-68-20 246-219
677 Taql 65 8-14 198 177-21
ANEXO 7

PROTOCOLO SDS-PAGE

Para preparar 100 ml.
Se pesan 29 g de acrilamida y 1 g de Bis-Acrilamida, se le adicionan 100ml de
agua destilad. Se almacena el stock en frasco ambar a 4°C.

1. GEL DE POLIACRILAMIDA AL 8%
Para preparar 8 ml.

COMPONENTE CANTIDAD
Poliacrilamida al 30% 2,2 ml
Buffer TBE 10X 0,8 ml
Agua 5,0 ml
Per sulfato de Amonio (PSA) 80 uL
TEMED 8,0 uL

Agitar hasta mezclar todos los componentes.

2. Colocar la solucion dentro de los vidrios dispuestos para la corrida, poner el
peine y esperar unos minutos la polimerizacion del gel.

3. Dispensar 10 pL el producto amplificado mezclado con 4 uL de Buffer de
carga en cada uno de los pozos identificando la muestra a la que corresponde.



4. Reservar uno de los pozos para dispensar 7 uL del marcador de peso
molecular.

5. Correr a un voltaje mayor a 120 V, durante 75 minutos.

6. Sacar el (los) gel (es) y colorearlos con plata.

ANEXO 8 ,
PROTOCOLO COLORACION DE PLATA

1.
2.

10.

11.

12.

Llenar un recipiente con suficiente etanol al 10% para cubrir el gel

Se deja el recipiente de 5 a 10 minutos en agitacion para eliminar los
residuos de buffer de carga e impurezas del buffer

Descartar el etanol y agregar &cido nitrico entre 3 y 5 minutos cubriendo
el gel, el tiempo es importante ya que el acido nitrico debe oxidar el ADN
mas no el gel para hacer posible la observacion de la digestion. Esto
debe hacerse en constante agitacion.

Descartar el acido nitrico y realizar 2 lavados con agua durante 30
segundos cada uno.

Agregar nitrato de plata en el recipiente con el gel, dejar en agitacion
durante minimo 20 minutos, cubierto con papel aluminio, ya que el
nitrato de plata es sensible a la luz y puede alterar el resultado.

Descartar el nitrato de plata y realizar 2 lavados con agua durante 30
segundos cada uno

Agregar carbonato de sodio y agitar hasta que el gel se ponga opaco,
afiadir poco a poco mayor cantidad de carbonato hasta que las bandas
puedan observarse claramente en el gel.

Cuando las bandas se vean claras y pueda hacerse la lectura, se le
pone acido acético al 10 % para detener la reaccion de revelado.

Dejar en acido acético durante 5 a 10 minutos, una vez se haya detenido
la reaccién, pasar el gel a una bandeja con agua y glicerol para la
conservacion del gel.

Preparar un vidrio con papel celofan himedo y agregar glicerol,
esparciéndolo uniformemente, para evitar que el gel se deshidrate, y
permitir asi mejor su conservacion.

Colocar el gel encima de una de las capas de celofan y cubrir con la
otra.

Dejar secar durante al menos 24 horas para poder cortar el gel y
guardarlo.
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