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Antecedentes: Los aneurismas intracraneales son dilataciones anormales de las arterias cere-
brales. La etiologia es desconocida, sin embargo algunos genes se han relacionado con su
formacion; como el caso del gen NOS3 que codifica a la sintetasa de o6xido nitrico endote-
lial encargada de producir oxido nitrico. Varios polimorfismos en este gen en asociacion con un
numero variable de repeticiones en tandem localizado en el intron 4 del gen eNOS4 pueden
incidir en la formacion de aneurismas. Por eso, la finalidad de nuestro estudio es conocer las
frecuencias genotipicas de los genes eNOS3y eNOS4y su relacion con aneurismas intracraneales.
Material y métodos: Se realizd un estudio prospectivo de casos y controles. Se estudiaron 79
casos con aneurisma intracraneal roto y 93 controles sanos; de todos se obtuvo DNA para el
estudio de los genes eNOS3 y eNOS4.

Resultados: El genotipo GG del gen eNOS3 mostro el mayor nimero de pacientes (n=29) con
aneurisma intracraneal grande. Mientras que los de tamano mediano se encontraron en mayor
porcentaje (50%) en pacientes con genotipo GT. En cuanto a la evolucion de los pacientes, se
observo que aquellos con genotipo GG presentaron el mayor porcentaje (43.13%) de recupera-
cion, en comparacion con los de genotipo GT (27.27%).

* Autor para correspondencia. Division de Medicina Genémica, Centro Médico Nacional «20 de Noviembre», Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado, San Lorenzo No. 502, Col. Del Valle, Del. Benito Juarez, C.P. 03100, México. D.F., México.
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Antecedentes

Conclusiones: Nuestro estudio demuestra que en los casos con aneurismas intracraneales existe
una tendencia de asociacion entre los genotipos del gen eNOS3 con el promedio del tamafio del
aneurisma, asi como con las secuelas clinicas de la enfermedad.

© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este
es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Intracranial aneurysms and their clinical and genetic behaviour

Abstract

Background: Intracranial aneurysms are abnormal dilations of the cerebral arteries of unknown
origin. However, some genes have been linked to their formation, as in the case of NOS3 gene
which encodes the endothelial nitric oxide synthase responsible for producing nitric oxide. Seve-
ral polymorphisms in this gene, in association with a variable number tandem repeat located in
intron 4 from eNOS4 gene, can influence the formation of aneurysms. Therefore, the purpose
of this study is to determine the genotype frequencies of eNOS3 and eNOS4 genes, and their
relationship with intracranial aneurysms.

Material and methods: A prospective case-control study was performed on 79 cases with rup-
tured intracranial aneurysm and 93 healthy controls. DNA was obtained from all subjects for
the study of the eNOS3 and eNOS4 genes by molecular techniques.

Results: The GG genotype of eNOS3 gene showed the largest number of patients (n=29) with a
large aneurysm. While the intracranial aneurysms of medium size were found in a higher per-
centage (50%) in patients with genotype GT. In terms of patient outcomes, it was observed that
those with genotype GG had the highest percentage (43.13%) recovery, compared to genotype
GT (27.27%).

Conclusions: The present study shows that there is a tendency of an association between
genotypes of eNOS3 gene with the mean size of the aneurysm, as well as clinical sequelae
of the disease in patients with intracranial aneurysms.

© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

los factores genéticos se relacionan con su predisposi-
cion; aunque no existe un patrén de herencia mendeliana

Los aneurismas intracraneales forman parte de las enferme-
dades cerebrovasculares y son definidos como dilataciones
anormales de las arterias cerebrales, localizados general-
mente en la bifurcacion de las arterias que conforman el
poligono de Willis. La incidencia en la poblacion general es
del 2-8%'-3.

De acuerdo a su presentacion, los aneurismas intracra-
neales se pueden clasificar en: no rotos, los cuales en la
mayoria de los casos son hallazgos incidentales al realizar
una angiografia cerebral con diferentes fines diagndsticos
o en autopsias'™; y los rotos, que habitualmente produ-
cen una hemorragia subaracnoidea que se manifiesta con
cefalea intensa, nauseas, vomito, déficit neuroldgico foca-
lizado y pérdida de la consciencia, entre otros*. La tasa de
mortalidad de las personas que padecen aneurismas intra-
craneales rotos es alta (50%), mientras que otro porcentaje
(25%) sufrira una afeccion permanente como paralisis cor-
poral, pérdida del habla, de la vision o de la coordinacién
motora’.

Hasta ahora la etiologia de la formacion de aneurismas
intracraneales es desconocida; sin embargo, varios factores
ambientales como el tabaquismo, la hipertension arterial
sistémica y el alcoholismo estan asociados®“. Asimismo,

definido para esta enfermedad, estudios epidemioldgicos
muestran una mayor transmisién autosémica con riesgo para
los parientes de primer grado de un sujeto afectado con
aneurisma intracraneal, de 3 a 6 veces mayor en compa-
racion con la poblacion general®*. Los estudios genéticos
también muestran probables sitios de localizacion de genes
susceptibles o loci para la formacion de aneurismas intracra-
neales, sin embargo en muchas poblaciones estos resultados
han sido contradictorios, como en el caso del gen que codi-
fica la enzima sintetasa de 6xido nitrico (NOS) encargada de
producir 6xido nitrico®>=.

La sintetasa de dxido nitrico endotelial (eNOS) es una de
las 3 isoformas de NOS que se encuentra en el organismo
de manera constitutiva’®; la importancia de la produccion
de oxido nitrico por eNOS radica en el hecho de que es el
vasodilatador endégeno mas poderoso que se conoce'®'". La
eNOS es codificada por el gen NOS3 y su expresion es, prin-
cipalmente, a nivel endotelial. Se ha descrito que varios
polimorfismos en este gen en asociacion con un nimero
variable de repeticiones en tandem (VNTR), localizado en el
intron 4 del gen eNOS4, que pueden afectar la expresion de
la enzima y alterar los niveles circulantes de 6xido nitrico.
Como ejemplo de lo anterior, es conocido el hecho de que
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eNOS participa tanto en funciones hemodinamicas como
estructurales y su ausencia o disminucion podria provocar
debilitamiento de la pared vascular o rotura, incidiendo en
la susceptibilidad para la formacion de aneurismas corona-
rios y cerebrales” %2716,

En el 2008, Oziim et al.™ reportaron que el genotipo TT
del polimorfismo G894T del gen eNOS3 es significativamente
frecuente en pacientes con aneurisma intracraneal roto en
comparacion con la poblacion sana y esta asociado con el
riesgo de rotura (p<0.05). Sin embargo, otros autores no
encontraron esta misma asociacion, probablemente debido
a las diferencias étnicas en la distribucion de los genotipos'*.

Los estudios encaminados a conocer y profundizar en la
variabilidad humana nos ayudan a entender la estructura
génica de nuestra poblacion, compararla con otras pobla-
ciones y proponer nuevas técnicas de diagnodstico o incluso
tratamientos especificos encaminados a la estabilizacion del
paciente.

En la Gltima década México y la genética clinica han expe-
rimentado un desarrollo notable, lo cual coincide en parte
con los cambios en el perfil nacional de salud. Es asi, que
nuestro trabajo pretende generar como resultados el cono-
cimiento de las frecuencias genotipicas de los polimorfismos
de los genes eNOS3 y eNOS4 y su relacién con aneurismas
intracraneales rotos en poblacion mexicana.

Sabemos que el retraso en el diagnoéstico de aneurismas
intracraneales incrementa el riesgo de resangrado, espe-
cialmente después de 6h del evento hemorragico inicial;
la intervencion temprana, conocida como «prevencion de la
hemorragia», resulta ser la mejor estrategia para la dismi-
nucion de la incidencia y prevalencia de esta enfermedad.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo de casos y controles, eva-
luado y aprobado por los Comités de Investigacion y Etica
del Centro Médico Nacional (CMN)«20 de Noviembre», Insti-
tuto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado (ISSSTE); todos los participantes firmaron un consen-
timiento informado. Se estudiaron un total de 172 sujetos,
de los cuales 79 eran casos con diagnostico de aneurisma
intracraneal roto, confirmado por panangiografia con sus-
traccion digital; sus caracteristicas generales y clinicas se
describen en la tabla 1. Como controles se incluyeron 93
individuos de la misma area geografica, seleccionados al
azar del Banco de Sangre en donde se realizd una histo-
ria clinica, examen fisico, biometria hematica y quimica
sanguinea, y se clasificaron como sanos si cumplian con los
requisitos. A todos se les tomd una muestra de 5 ml de sangre
venosa en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante,
para la extraccion de DNA por método de expulsion salina'”
y se almaceno a —20°C hasta su uso posterior.

Reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo
en la longuitud de los fragmentos de restriccion

El analisis del polimorfismo g.G894T del gen eNOS3 se
llevo a cabo por medio de polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism. El DNA fue
utilizado como templado a una concentracion de 5ug/ml
por muestra. Posteriormente se amplificé utilizando los
siguientes oligonucleotidos: 5° cat gag gct cag ccc cagaac 3’

y 5" agtcaatccctttggtgctcac3’. La prueba de polymerase
chain reaction (PCR) utilizo el siguiente material: 1.25U
de TagDNA polimerasa (Invitrogen®), amortiguador de reac-
cion 1X, MgCl, 3mM, dNTP’s 0.2 mMy oligonucleotidos 10 uM,
para un total de reaccion de 25 ul. Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: un ciclo inicial de desnaturalizacion de
95°C durante 7 min, seguido por 35ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94°C por 30seg, alineamiento a 57°C
durante 30seg, extension a 72°C por 30seg) y un paso final
de extension a 72°C durante 7 min. Para la deteccion del
producto final de PCR de 206 pares de bases, se utilizo una
alicuota de 7 ul y se sometid a electroforesis horizontal, uti-
lizando como soporte agarosa al 2% tenida con bromuro de
etidio. El resto del amplicon fue digerido con la enzima de
restriccion Mbol a 37°C durante 4h; los fragmentos fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y
tenidos con bromuro de etidio.

Reaccién en cadena de la polimerasa

El polimorfismo VNTR del gen eNOS4 a/b fue detec-
tado por PCR utilizando como templado el DNA gendmico
(5 ng/pL) y amplificado con los siguientes oligonucledtidos:
5’aggccctatggtagtgecttt3’ y 5’tctcttagtgctgtggtca3’.
Las condiciones generales para la PCR fueron: amortigua-
dor de reaccion al 1X, 2.5 mM de MgCl,, 0.4 uM de dNTP’s,
0.5 uM de oligonucledtidos y 1.25U de TagDNA polimerasa
para un volumen final de 25 L. La PCR se inici6 con una
desnaturalizacion por 4min a 95°C, seguido de 35ciclos de
amplificacion (desnaturalizaciéon a 94°C por 30seg, alinea-
miento a 58 °C por 30seg, extension a 72°C por 30seg) y un
paso final de extensién a 72°C por 7 min. El polimorfismo
VNTR del gen eNOS4 a/b fue analizado por electroforesis en
geles de agarosa al 2% y tenido con bromuro de etidio.

Analisis estadistico

La informacién fue recabada usando el software Excel
(Microsoft Corporation, EE. UU.). Para los calculos estadisti-
cos se utilizo el software Graph Pad Prism V-4.00 (GraphPad
Software, San Diego, Cal., EE. UU.). En cada polimorfismo
fue determinada la distribucion de genotipos; para compa-
rar las frecuencias genotipicas entre casos y controles se us6
la prueba de x?; para el estudio de la asociacidon de genoti-
pos con datos categoricos se utilizd el test de Kruskal-Wallis
y prueba ANOVA. En todos los casos, el valor de p <0.05 fue
usado como estadisticamente significativo.

Resultados

Las caracteristicas generales de los casos con aneurismas
intracraneales y de los controles incluidos en nuestro estu-
dio (tabla 1) muestran que la relacion femenino/masculino
es mayor en el grupo de casos en comparacion con el grupo
control (p<0.001). Por otro lado, dentro de los antece-
dentes personales patoldgicos, el grupo de casos presentd
mayor porcentaje de pacientes con diabetes mellitus e
hipertension arterial sistémica, esta ultima conocida como
un importante elemento que incrementa el riesgo para pre-
sentar rotura de aneurisma.

Asimismo, tanto en casos como en controles se analizo
la distribucion de los genotipos de los genes eNOS3 y eNOS4
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Tabla 1 Caracteristicas generales en casos y controles
Variable Casos Controles p
n 79 85
Edad; anos (promedio + DE) 55.46 +12.86 35.944+10.2 0.002"
Femenino/Masculino 58/21 30/55 <0.001"
Antecedentes personales (%)
Tabaquismo 29.11 27.05
Alcoholismo 12.66 21.17
Diabetes mellitus 27.84 5.88
Hipertension arterial 39.24 2.35 <0.001"
Aneurisma intracraneal roto, n (%) 79 (100)
Escala de Hunt y Hess, n (%) 1 42 (53.2)
1110 (12.6)
I 19 (24.1)
IV 8 (10.1)
V0 (0)
Escala de Fisher | 33 (41.8)
1110 (12.6)
1110 (12.6) 1V 26 (33)
Tratamiento Pinzamiento quirtrgico (100%)
DE: desviacion estandar.
* t de Student.
X2
Tabla 2 Distribucion de los genotipos para eNOS3 y eNOS4 en casos y controles
eNOS3 Genotipos
GG GT TT p
n % n % n %
Casos 51 64.56 22 27.84 6 7.59
Controles 75 88.23 8 9.41 2 2.35 0.001
eNOS4 a/b b/b
n % n %
Casos 5 6.33 74 93.67
Controles 1 1.18 84 98.82 0.079
GG: guanina, guanina; GT: guanina, timina; TT: timina, timina.
)
X

(tabla 2). En el gen eNOS3 se observé un predominio del
genotipo GG tanto para los casos como para los controles
(el 64.56% y el 88.23%; respectivamente); mientras que el
genotipo GT se presentd con mayor frecuencia en los casos
(p=0.0012). Por otro lado, los genotipos a/b y b/b del gen
eNOS4 mostraron similares proporciones en cada grupo de
estudio, siendo el genotipo b/b el que se presenté en un
porcentaje mayor del 90% tanto en casos como en controles.

Debido a que la distribucion de los genotipos del gen
eNOS3 mostro mayor heterogeneidad en los casos, se realizd
una correlacion entre genotipos y la frecuencia de presenta-
cion de aneurisma intracraneal de acuerdo con su tamano;
el cual se clasifico en pequefio (<5mm), mediano (6-9 mm)
o grande (>10mm) (tabla 3). Como se puede observar, el
genotipo GG mostrd la mayor cantidad de pacientes (n=29)
con un aneurisma grande; sin embargo el genotipo TT tuvo el

mayor porcentaje (83.34%) de pacientes con dicho tipo de
aneurisma. Mientras que los aneurismas intracraneales de
tamano mediano se encontraron en mayor porcentaje (50%)
en los pacientes con genotipo GT. Esta heterogeneidad en el
tamano de los aneurismas entre los genotipos produjo una
tendencia significativa (p=0.05) entre ellos.

Por otro lado, tomando en cuenta el tamano en milime-
tros de cada aneurisma para cada genotipo, se calculo el
promedio del tamafo del mismo y se compararon entre ellos
(fig. 1). Tal como se puede observar, el genotipo GT es el que
presentd el promedio menor de los 3 genotipos (7.73 £0.76
vs.9.81+0.54;y7.73£0.76 vs. 12.5 £ 1,12; para GT vs. GG
y GT vs. TT; respectivamente).

Teniendo en cuenta la evolucion que presentaron los
pacientes durante su hospitalizacién (muerte, secuelas o
recuperacion), se observo que existe mayor heterogeneidad
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Tabla 3 Distribucion del tamano de los aneurismas de acuerdo con los genotipos del gen eNOS3 en casos con aneurismas
intracraneales
Tamafo Genotipos p

GG n (%) GT n (%) TTn (%)
Pequenos 7 (13.72) 5 (22.72) 0
Medianos 15 (29.41) 11 (50) 1 (16.66)
Grandes 29 (56.86) 6 (27.27) 5 (83.34)
Total 51 (100) 22 (100) 6 (100) 0.05

GG: guanina, guanina; GT: guanina, timina; TT: timina, timina.
* Test de Kruskal-Wallis.

Tabla 4 Evolucion clinica de los casos con aneurismas intracraneales divididos por genotipo
Variable Genotipo eNOS3 n (%) p
GG GT TT
Muertos 9 (17.64) 1 (4.54) 2 (33.33)
Con secuelas 20 (39.22) 15 (68.18) 2 (33.33)
Recuperados 22 (43.13) 6 (27.27) 2 (33.33) p=0.05

GG: guanina, guanina; GT: guanina, timina; TT: timina, timina.
“ ANOVA.

16 - p <0,05 p <0,05 indican que la presencia de los polimorfismos g.G894T del
E 4 [ \Y/ \ gen eNOS3 y VNTR a/b del gen eNOS4 se asocia al desarrollo
ST 10 ] de aneurismas intracraneales®' y a otras enfermedades

% uioo ] : del tejido vascular-endotelial'®?2.
E e o | . La presencia de estos 2 polimorfismos se estudi6 en pobla-
5% cion caucasica de EE. UU., observando una mayor frecuencia
2 £ 61 del genotipo GT del polimorfismo g.G894T, seguido por los
g5 41 genotipos GG y TT, mientras que en poblacion negra de
© 27 Colombia el genotipo GG fue el que presentd una mayor
0 frecuencia, seguido por los genotipos GT y TT'2%3, Estos
GG GT l Gltimos resultados fueron encontrados también en nuestra

Genotipos poblacion.

Figura1 Promedio del tamano de los aneurismas distribuidos
por genotipos para el gen eNOS3.

de resultados en los genotipos GG y GT (tabla 4). De esta
forma, se notd que los pacientes con genotipo GG presen-
taron el mayor porcentaje (43.13%) de recuperacion, en
comparacion con los pacientes con genotipo GT (27.27%).
En contraste, los pacientes con genotipo GT presentaron
el mayor porcentaje (68.18%) de secuelas y el menor
porcentaje de muertos (4.54%).

Discusion

En afos recientes, la Secretaria de Salud en México
ha reportado que para la poblacion general adulta las
principales causas de mortalidad son las enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares, ocupando el segundo
y tercer lugar respectivamente'®. Actualmente en México no
existen marcadores séricos y/o genéticos que nos permitan
identificar de manera anticipada dichas enfermedades. A
nivel mundial diversos grupos se han preocupado en realizar
estudios de marcadores genéticos con relevancia clinica
para aneurismas intracraneales®'°-2'; estas investigaciones

En el caso del polimorfismo VNTR a/b, los americanos
y colombianos tuvieron una mayor frecuencia del genotipo
b/b, seguido por los genotipos b/ay a/a'?%3.

En nuestro estudio el genotipo b/b también se presento
con mayor frecuencia; sin embargo, no tuvimos ningln caso
con genotipo a/a. Esta discrepancia en la distribucion de
los genotipos podria atribuirse a diferencias étnicas que se
deberan de tomar en cuenta para nuestra poblacion, debido
a que ancestralmente estamos conformados con diferente
proporcion de etnias amerindia, europea y africana’%°.

Song et al.’ recientemente describieron la relaciéon que
existe entre la rotura de los aneurismas y los genotipos;
encontrando que en pacientes con aneurisma intracraneal el
genotipo heterocigoto se relaciona al tamano del aneurisma
en comparacion con los homocigotos silvestres y homocigo-
tos mutantes. Nuestros datos muestran que los pacientes con
aneurismas de tamano mediano y genotipo heterocigoto GT
tienen el mayor porcentaje de secuelas por rotura (68.18%)
en comparacion con los homocigotos GG y TT, por lo que los
datos propuestos por Song et al.” y nuestros resultados indi-
can que los genotipos podrian ser utilizados para predecir el
riesgo de la enfermedad.

Actualmente en México son escasas las publicaciones
que vinculan los polimorfismos del gen eNOS con el tamafo,
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localizacion y consecuente rotura de aneurismas por lo
que seran necesarios estudios adicionales encaminados a
complementar, confirmar o rechazar nuestros resultados
para poder tener mayor evidencia de la utilidad de estos
polimorfismos en nuestra poblacion.

Conclusiones

Nuestro estudio mostré que los casos con aneurisma intra-
craneal roto fueron con mayor frecuencia mujeres con un
promedio de edad de 55 afos y antecedentes de hiperten-
sion arterial sistémica. Asimismo se encontrd que existe una
tendencia significativa entre los polimorfismos g.G894T del
gen eNOS3 y VNTR del gen eNOS4 con el tamafo y evolucion
clinica de los aneurismas intracraneales, por lo que el gen
eNOS parece ser un importante candidato en la patogénesis
de dicha enfermedad.

Esta informacion podria utilizarse por los médicos neuro-
logos y neurocirujanos para tener un precedente general del
progreso de la enfermedad y ayudar a optimizar el manejo,
seguimiento, tratamiento y recuperacion del paciente con
aneurisma intracraneal.

Asi, el examen genético para la busqueda de individuos
de alto riesgo y sus posibles complicaciones podria ser una
prueba clinica disponible para el futuro.
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