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RESUMEN

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido originado del metabolismo de la
metionina, que a concentraciones elevadas (>15 pmol/L) se considera como factor
aterogénico en diversas patologias. La hiperhomocisteinemia (HHC) ha recibido
especial interés en afos recientes, la frecuencia de HHC en la poblacion general
es de 5 al 10% y aumenta en adultos mayores hasta un 40%. La HHC causa dafio
y disfuncion endotelial al generar especies reactivas de oxigeno, que promueven
la trombosis, al incrementar la generacion de trombina, disminuye la produccion de
oxido nitrico e inhiben la activacion de las proteinas antitrombdticas: proteina C
(PC), proteina S (PS) y antitrombina (AT). El objetivo de este estudio fue
determinar los niveles de Hcy y su asociacion con el porcentaje de actividad de
PC, PS y AT en adultos mayores, asi como correlacionar los niveles de Hcy con
las proteinas antitromboéticas y las patologias asociadas. Se estudiaron 115
participantes con edad de 50 a 98 aflos que acudieron al Servicio de
Rehabilitacion Geriatrica del I.N.R. y al Laboratorio de Investigacion de
Hematopatologia del departamento de morfologia de la ENCB, IPN. A todos ellos
se les aplic6 un cuestionario para conocer sus caracteristicas generales,
patologias asociadas e ingesta de medicamentos. Los que presentaron patologias
fueron considerados como pacientes y quienes no presentaron ninguna, fueron
considerados como controles. A ambos grupos (95 pacientes: 63 mujeres y 32
hombres y 20 controles: 13 mujeres y 7 hombres) se les determinaron: la
concentracion de Hcy en sangre por inmunoensayo automatizado y la actividad de
PC, PS y AT por métodos coagulométricos y cromogénico mediante los sistemas
de coagulacion IL Diagnostics version ACL Elite Pro. Los participantes se
dividieron en grupos de edad de 50-59, 60-69, 70-79 y >80 afios. Se obtuvieron
los siguientes resultados: el 24% de la poblacion estudiada presenté aumento de
Hcy el cual se correlacioné con la edad. Se obtuvo variacién por género y grupos
de edad para la actividad de PC y solo por grupos de edad para la PS. Se
presentod correlacion entre la actividad de PC-PS, PS-AT y PS-Hcy y, asociacion
entre la hipertension (HTA) con la concentracion de Hcy y AT, la insuficiencia renal
cronica (IRC) con la concentracion de Hcy y PC, asi como entre la enfermedad
vascular cerebral (EVC) y dislipidemias con la actividad de PC. La alta
concentracion de Hcy en sangre periférica afecta a la PS en adultos de 50 afios o
mas, no asi a la PC y AT.



ABSTRACT

Homocysteine (Hcy) is an amino acid originated from the metabolism of
methionine, which at high concentrations (>15 mmol/L) is considered as
atherogenic factor in various pathologies. There has been particular attention
focused on hyperhomocysteinemia (HHC) in recent years; high frequency of HHC
in the general population ranges from 5% to 10% and increases in older adults up
to 40%. HHC causes endothelial damage and dysfunction by generating potent
reactive oxygen species that lead to thrombosis as it enhances thrombin
generation, reduces nitric oxide production and inhibits the activation of
antithrombotic protein: protein C (PC), protein S (PS) and antithrombin (AT). The
objective of this study was to determine the levels of Hcy and its association with
PC, PS and AT levels in elderly people, as well as to correlate Hcy levels to
antithrombotic proteins and associated pathologies. There were 115 participants
aged from 50 to 98 attended at the Geriatric Rehabilitation Service INR and at the
Research Laboratory on Hematopathology of the ENCB Morphology Department,
IPN. All of them answered a questionnaire to obtain their general characteristics,
associated pathologies and drug intake. The individuals, who were detected with
pathologies, were considered as patients and those who did not have any, were
considered as controls. In both groups (95 patients: 63 females, 32 males and 20
controls: 13 females, 7 males), the Hcy level in their blood was determined through
automated immunoassay and the activity of PC, PS and AT was determined
through chromogenic and coagulometric methods by using IL Diagnostics
coagulation systems, ACL Elite Pro version. The participants were divided into
groups according to their ages 50-59, 60-69, 70-79 and >80 year olds. The
following results were obtained: 24% of the subjects showed HHC, with significant
increase related to age. There was a significant variation related to gender and age
for PC levels, and only to age for PS levels. A Correlation was obtained between
PC-PS, PS-AT activity and PS-Hcy levels and association between hypertension
(HTA) with Hcy and AT levels, chronic renal failure (CRF) with concentration of Hcy
and PC as well as between cerebral vascular disease (CVD) and dyslipidemia with
activity of PC. High homocysteine levels in peripheral blood significantly affect PS
but not PC and AT, in 50 year old adults or older.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

Las enfermedades cardiovasculares, particularmente la enfermedad coronaria,
constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en la mayor
parte del mundo. En México, no es la excepcién, la segunda causa de mortalidad
en 2008 fueron las enfermedades isquémicas del corazén seguido por la
enfermedad cerebrovascular (1). Los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales son: hiperlipidemia, tabaquismo, diabetes mellitus e hipertension
arterial, los cuales no explican totalmente la prevalencia de las enfermedades
coronarias, ya que hasta el 25% de los pacientes no tienen ninguno de estos
factores. Entre los nuevos factores de riesgo destaca la hiperhomocisteinemia
(HHC), como un factor independiente para la aterosclerosis y las enfermedades
cardiovasculares (2,3). La HHC ha recibido especial interés en afios recientes, esta
es el resultado de mudltiples factores que interactian entre si o bien podrian ser
independientes como son los problemas metabdlicos, genéticos, nutricionales,
enfermedades cronico degenerativas y uso de medicamentos, entre otras (4-6).
McCully en 1969, fue el primero en describir la asociacion entre HHC y patologias
cardiovasculares. Asi, propuso que la homocisteina (Hcy) podia influir para la
aparicion y desarrollo de las alteraciones cardiovasculares, fundamentado en
estudios en los que examind los tejidos de dos infantes en los que noté placas
aterosclerdticas no asociadas con depoésitos de grasa; basadndose en estos
hallazgos se considerd por primera vez, la posibilidad de una relacion entre las
enfermedades cardiovasculares y los niveles altos de Hcy (7). Jaques y col.
reportaron un incremento en la concentracién de Hcy con la edad y con niveles
mas altos en hombres que en mujeres (8). En pacientes con edades de 64 a 84
afios también se ha encontrado una fuerte asociacion entre niveles altos de Hcy
con la edad, como un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, debido quiza al estado y niveles en los que se encuentran las

vitaminas (9,10).



En la poblacion adulta los cambios anatomo-fisioldégicos propios del envejecimiento,
hacen de los adultos mayores, un grupo vulnerable a la mala nutricion y
deficiencias especificas de nutrientes como la vitamina Bi, y el folato que son
fuertes determinantes de la concentracion de la Hey (11). En México, la prevalencia
de las deficiencias de vitamina Bi, y los niveles séricos de folato es alrededor de
19-41% en adultos y nifios, y no se cuenta con informacién para el grupo etareo de
adultos mayores a pesar de ser una poblacion susceptible de riesgo de deficiencia
(12).

1.2 HOMOCISTEINA

La Hcy es un aminoacido con un grupo sulfhidrilo susceptible de oxidacién a pH
fisiolégico (Figura 1). En el plasma, la Hcy el 1% aproximadamente se encuentra en
forma reducida; cerca del 70% se encuentra unida a albumina y, el resto 29%,
formando compuestos disulfuro de peso molecular bajo. La suma de todas estas
especies de Hcy es denominada Hcy total (tHcy) (13). La Hcy no es un
constituyente de la dieta, es un producto intermediario de la produccion de cisteina;
se forma exclusivamente por desmetilacion de metionina, este aminoacido
desempeiia un papel importante en la transferencia de grupos metilo en el
metabolismo celular (3).
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Figura 1. Estructura quimica de la Hcy.

El proyecto de la accién concertada Europea de Hcy y enfermedades vasculares ha
reconocido como rangos normales de Hcy total de 5 a 15 umol/L, aunque muchos
autores consideran que el limite superior de variacion normal debe ser de 10 a 12



pmol/L. Se ha denominado hiperhomocisteinemia a valores plasmaticos de Hcy

total mayores a 15 pmol/L (14-16).

En general, se acepta que los determinantes de la HHC son complejos e incluyen
factores muy diversos de caracter demografico, genético, adquiridos, nutricionales,
problemas metabolicos, enfermedades cronicas, farmacos, habito de fumar, ingesta
alimenticia baja de vitaminas, consumo elevado de alcohol o café y actividad fisica
escasa (Tabla 1) (17-19).

DEFICIENCIAS ENZIMATICAS Y MUTACIONES
Cistationina — sintetasa
Metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
Metionina sintetasa

MUTACIONES DE LA VITAMINA B12
DEFICIENCIAS NUTRICIONALES
Acido félico

Vitamina B12

Vitamina B6

ENFERMEDADES CRONICAS
Insuficiencia renal crénica

Lupus eritematoso sistémico
hipotiroidismo

Diabetes mellitus

Enfermedad intestinal inflamatoria
Neoplasias

Psoriasis

FARMACOS

Anticonvulsivantes (hidantoina, carbamazepina)
Hipolipemiantes (colestiramina, colestipol, acido nicotinico)
Metotrexate

Teofilina

Ciclosporina

DIETA HIPERPROTEICA

Aumento de consumo de metionina




1.3 METABOLISMO DE LA HCY

La metionina es un amino&cido indispensable involucrado en la sintesis de
proteinas, la formacion de adenosilmetionina y la sintesis de Hcy (20).
Metabolicamente, la Hcy es importante en el reciclamiento del folato intracelular, en
el catabolismo de colina y betaina, y en la formacién de cistationina y cisteina (21).
La Hcy se metaboliza fundamentalmente a través de 2 vias: la remetilacion y la

transulfuracion (22).

En la remetilacion, la Hcy se convierte a metionina. En esta serie de reacciones
esta presente el tetrahidorfolato (THF). Primero el 5,10-metileno THF es convertido
a 5-metileno THF por la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). El N-5-
metilTHF sirve como donador del grupo metilo, para la formacion de Hcy a
metionina y THF. Esta reaccidn catalizada por la 5-metiltetrahidrofolato-
homocisteina-metiltransferasa (metionina sintetasa) requiere de vitamina B12 como
sustrato. El grupo metilo unido a la vitamina B12 (metil-B12) se forma en una serie
de reacciones de coenzimas de cobalamina. Alternativamente, el grupo metilo
puede ser donado por betaina en una reaccion catalizada por betaina-

homocisteina-metiltransferasa, formando dimetil glicina y metionina (23).

La via de la transulfuracion da lugar a la formacion de cisteina (24). A través de
esta via la Hcy se transforma en cisteina, para lo cual se requiere de vitamina B6 y
de la enzima cistationina B sintasa (CBS). Esta via se activa cuando hay
concentraciones elevadas de metionina (que proviene de la dieta), ésta es
convertida a Hcy a través de 2 intermediarios: la S-adenosilmetionina (SAM) y la S-
adenosilhomocisteina (SAH). SAM incrementa la actividad de CBS, mientras que la
enzima MTHFR la disminuye, promoviendo el metabolismo de Hcy por la via de la
transulfuracion: al activar esta via, la regulacion conduce a la formacion de
metionina, estd a su vez se transforma nuevamente a Hcy que se condensa con
serina para formar cistationina, catalizando la reaccién la CBS. La cistationina se
transforma a cisteina y acetobutarato a través de la acistationasa, dependiendo
estas reacciones de vitamina B6 como cofactor. El exceso de cisteina se oxida a

taurina y sulfatos inorganicos excretados en la orina (25) (Figura 2).
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Figura 2. Metabolismo de la homocisteina, a través de 2 vias: remetilacién y transulfuracion.
Transulfuracion: 1. Metionina sintasa; 2. Metionina adenosiltransferasa; 3. Metiltransferasa; 4. S-
adenosilhomocisteina cisteinasa; 5. Serina hidroximetiltransferasa, cofactor fosfato de piridoxal
(PLP, B6); 6. Metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR).Remetilacion: 7. Cistationina-p-sintasa
(CBS) y 8. y-cistationasa.Ambas utilizan como cofactor a la vitamina B6.

Se ha demostrado que en dietas bajas en proteinas, incrementa la remetilacion y
disminuye la transulfuracion con objeto de conservar metionina (26). También, se
ha descrito que la concentracion de SAM regula la remetilacion de Hcy para
conservar grupos metilo en forma de metionina, y que incrementa la transulfuraciéon
de Hcy para la formacion de cisteina cuando no se necesitan grupos metilo. Por

otra parte, el consumo continuo de betaina produce disminucion de los niveles



plasmaticos de Hcy, ya que incrementa la remetilacion de Hcy y la transulfuracion

subsecuente de la misma (27).

En el plasma normalmente existen concentraciones muy pequefias de Hcy (<10
umol/L), debido a que existe un mecanismo excretor celular de este aminoacido.
Con este mecanismo, se completa el catabolismo de Hcy por la via de
transulfuracion, lo que mantiene baja la concentracion intracelular de este

aminoéacido potencialmente citotoxico (28).

1.4 CAUSAS DE HIPERHOMOCISTEINEMIA

Como ya se mencion6 la HHC es el resultado de la interaccion entre factores
genéticos, metabdlicos, dietéticos, enfermedades cronicas, entre otros (Tabla 2).
Ademas, existen otros factores como enfermedades sistémicas y farmacos que
igualmente contribuyen a su aparicion. Se plantean 3 grupos de causas: de origen

genético, por deficiencias nutricionales y otras causas (22).

1.5 DEFECTOS GENETICOS EN EL METABOLISMO DE LA HCY
La HHC puede presentarse por deficiencias genéticas de enzimas en la via de la

Hcy, siendo dos los componentes mas afectados, la enzima CBS y MTHFR (25).

1.5.1 Deficiencia de la cistationina B sintetasa: Esta enzima es el catalizador
principal de la via de la transulfuracion, el gen de C3S se localiza en el cromosoma
21 (21922.3) y se han descrito mas de 60 mutaciones (29), las mutaciones en el
gen que codifica para esta enzima, alteran el metabolismo conduciendo a una
homocisteinuria congénita, conocida también como clasica o de tipo I. La forma
homocigota de la enfermedad puede asociarse con concentraciones de Hcy en
ayuno mayores de 400 umol/L, se presenta con homocisteinuria y ateroesclerosis

prematura con prondéstico negativo (30). Los heterocigotos para esta deficiencia



enzimatica tienen concentraciones mucho mas bajas de Hcy, entre 20 a 40 umol/L
(31).

1.5.2 Deficiencia de metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR): Esta enzima
cataliza la reduccion de 5,10- metilentetrahidrofolato a 5- metilentetrahidrofolato, el
cual es necesario para la actividad de la metionina sintasa para convertir Hcy a
metionina. Las mutaciones a nivel del gen que codifican para esta enzima, se
consideran factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares y defectos del
tubo neural (32,33). Se han descrito dos variantes enzimaticas de la MTHFR:
termoestable y termolabil. En la primera, se hereda de caracter autosémico
recesivo, el gen se localiza en el cromosoma 1 (1p36.3) y se han descrito 9
mutaciones puntuales, es mas importante la variante termolabil, considerada la
forma genética mas comun de HHC, resulta de una mutacion puntual (C677T) que

conduce a la sustitucién de alanina por valina (34).

1.6 DEFECTOS NUTRICIONALES

Las vitaminas B12, B6 y acido folico juegan un papel importante en el metabolismo
de la Hcy como coenzimas. Se sabe que, a bajas concentraciones por una mala
ingesta o problemas de absorcion alteran la actividad de las enzimas, reduciéndose
o nulificAndose de esta forma la accién catalitica de éstas. Los niveles plasmaticos
de folatos y vitamina B12 son fuertes determinantes de la concentracién de Hcy y la
HHC puede reflejar en cierta forma deficiencias de folatos, piridoxina y cobalamina
(35). Dichas deficiencias se han asociado con un alto riesgo de enfermedad

cardiovascular, independientemente de los factores de riesgo convencionales (36).

1.6.1 Deficiencia en la absorcion de vitamina B12. Esta vitamina en su forma
activa como metilcobalamina participa en la transferencia de grupos metilo como
coenzima de la metionina sintasa. Para la absorcion de esta vitamina se requiere

de una proteina llamada factor intrinseco, que se sintetiza a nivel de la mucosa



gastrica. La deficiencia de este factor, ademas de alterar la disponibilidad de la

vitamina, se acompafa de anemia perniciosa (2).

1.7 OTRAS CAUSAS.

X/
L X4

X/
L X4

Enfermedad cronica renal. Existe una correlacion positiva entre los niveles de
Hcy y los de creatinina. La HHC en los pacientes con insuficiencia renal es
causada por disminucién del metabolismo a nivel renal y, en menor medida, por
reduccion de su excrecion. Los niveles plasmaticos de Hcy se elevan de 2 a 4
veces en pacientes con insuficiencia renal cronica, lo cual se correlaciona con la
concentracion sérica de creatinina y albumina (37).

Céancer. Se han reportado niveles plasmaticos altos de Hcy en pacientes con
diferentes tipos de carcinoma, fundamentalmente de mama, ovario y pancreas;
asi como leucemia linfoblastica aguda. Esto puede explicarse a partir de la
observacion experimental de que células transformadas en cultivo no son
capaces de metabolizar la Hcy (38,39).

Habitos téxicos. Se encontré asociacion entre el tabaquismo y consumo
excesivo de café con la aparicion de HHC, probablemente por interferencia con
la sintesis de piridoxal fostato. También, el alcoholismo crénico se ha reportado
como causal de elevacion plasmatica de Hcy, esto parece deberse al déficit
nutricional de estos pacientes (18).

Farmacos: Existen diversos farmacos que interfieren con el buen funcionamiento
de las vitaminas como coenzimas de las reacciones involucradas en el
metabolismo de la Hcy, por mencionar algunos ejemplos: farmacos empleados
en el tratamiento de hiperlipemias como son el colestipol y el acido nicotinico,
afectan el proceso de absorcidon del acido félico. El metotrexate, que se emplea
en el tratamiento del cancer posee cierta actividad inhibitoria de la folato
reductasa. La difenilhidantoina, que se emplea como anticonvulsivante interfiere
en el metabolismo del acido félico (17).

Cambios fisiologicos del envejecimiento. Los cambios anatomo-fisiolégicos
propios del envejecimiento debido a la declinacién funcional de los 6rganos y
sistemas, se observa una disminucion de la sensibilidad de los sentidos del

gusto y el olfato, lo cual afecta el interés por los alimentos y por ende el apetito
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(40), por esta razon, los adultos mayores son un grupo vulnerable a los estados
de mal nutricion y deficiencias especificas de nutrientes como la vitamina B, Bg
y el folato (41). Estas vitaminas son esenciales para el metabolismo de la Hcy,
deficiencias en estas vitaminas se han asociado con alteraciones en los niveles
de Hcy (42).

Para el 2040 la poblacién de adultos mayores aumentard 230% en México, segun
el censo difundido por el Instituto Nacional de Envejecimiento de Estados Unidos
(NIA). El proceso de envejecimiento se acompafia de una serie de cambios, que
alteran la capacidad fisica del individuo y también los habitos y conductas
alimentarias del adulto mayor (43).

1.8 MECANISMO DE DANO VASCULAR EN LA HHC

Existen multiples mecanismos por los cuales la Hcy puede producir lesién vascular,
las caracteristicas, quimicas de su molécula pueden ser los causantes de dicho
dafio, ya que esta contiene un atomo de azufre muy reactivo que se oxida
rapidamente y forma residuos del aminoacido cisteina (44). Durante la autoxidacion
de Hcy se generan potentes especies reactivas del oxigeno, como son el anién
superoxido, el perdxido de hidrégeno y el anién hidroxilo. Una vez formadas las
especies reactivas de oxigeno pueden actuar de varias maneras, provocando una
disfuncion endotelial al alterar la via del 6xido nitrico (NO): la exposicién por largo
tiempo de las células endoteliales a la Hcy puede producir una disminucién de la
disponibilidad de NO, aumento en la activacion de plaquetas: aumentando la
agregacion plaquetaria y la formacion de coagulos (15,37). Ademas, estimula la
proliferacion de células del musculo liso endotelial, promoviendo la trombosis al
incrementar la generacion de trombina y adhesividad de neutréfilos y monocitos al
endotelio; otros mecanismos asociados a esta exposicion son la inhibicion de
sintesis de prostaciclinas, activaciéon del factor V, X y Xll de la coagulacién,
peroxidacién de los lipidos de las lipoproteinas plasmaticas, fundamentalmente de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL), favoreciendo el desarrollo de

aterogénesis, concentracion elevada de triglicéridos, inhibe la expresion de



trombomodulina e inhibe la activacién de las proteinas antitrombéticas proteina C
(PC), proteina S (PS) y antitrombina (AT) (Figura 3) (45-47).

Los mecanismos precisos por los cuales la HHC produce estos efectos no son
claros, pero se sugiere que la Hcy inicia una cascada inflamatoria que puede llevar
a la pérdida o degradacion de la funcién bioldgica de multiples enzimas, receptores,
factores de crecimiento y proteinas estructurales al modificar la metilacion del DNA

y alterar la estructura de proteinas asociadas a la membrana celular (47,48).

Figura 3. Mecanismo de dafio oxidativo de la Hcy. La Hcy induce disfuncion endotelial al bloquear la
sintesis de éxido nitrico. Ademas, al oxidarse libera radicales libres que lesionan las membranas de
las células endoteliales. (49)

1.9 PATOLOGIAS ASOCIADAS A HHC

1.9.1 Aterosclerosis

La HHC se asoci6 inicialmente con la aterosclerosis por diferentes hallazgos en
autopsias de pacientes con defectos genéticos de tipo homocigético en las enzimas
necesarias para el metabolismo de la Hcy, como son la CBS y MTHFR. En

pacientes con dichos defectos, hubo un desarrollo de aterosclerosis severa y varios
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de ellos tuvieron su primer infarto de miocardio alrededor de los 20 afios (7). Al
parecer existe una clara asociacion entre la concentracién plasmatica de la Hecy y la
extension anatémica de la aterosclerosis, tanto del territorio coronario, como
carotideo y de las extremidades inferiores (50). Se ha demostrado una asociacion
entre la HHC y el dafio endotelial; en experimentos de cultivo celular, la adicion de
Hcy al medio induce un desprendimiento celular de las monocapas de células
endoteliales y anormalidades en la liberacion de éxido nitrico (51).

1.9.2 Diabetes

Estudios realizados en ratas por McCarty, describen la posibilidad que la
hiperinsulinemia suprima la expresion de la enzima CBS incrementando la
concentracion de Hcy (52). La HHC se ha descrito tanto en pacientes con diabetes
tipo 1 como tipo 2, aunque es mas prevalente y se asocia con un mayor riesgo
cardiovascular en estos Ultimos. En la diabetes tipo 1 la presencia de
complicaciones microangiopaticas y macroangiopaticas, asi como la neuropatia
periférica, son mas frecuentes en los sujetos con HHC. La relacion exacta entre la
HHC, la macroangiopatia y la enfermedad renal en la diabetes tipo 2 aun no se
conoce; no obstante, la prevalencia superior de macroangiopatia en los diabéticos
con HHC se asocia con mayor prevalencia de nefropatia, que por si misma también
puede contribuir al desarrollo de la macroangiopatia. Ademas, los pacientes con
HHC suelen presentar hipertensién y dislipidemia, factores de riesgo que influyen
en el desarrollo de la macroangiopatia (53,54).

1.9.3. Alzheimer

Seshadri y col. en el 2002, reportaron que la HHC por si sola puede causar dafio a
las neuronas a altas concentraciones, en estudios prospectivos en pacientes con
incremento de los niveles de Hcy por arriba de los rangos normales, se incrementa
el riesgo de padecer Alzheimer en un 40%. Dicha asociacion parece ser
independiente de otros factores tales como la edad, sexo, niveles de vitamina

plasmatica, etc (55).

11



1.9.4. Demencia

Estudios realizados con pacientes de edad avanzada reportan que las personas
con concentraciones plasmaticas de Hcy por arriba de los 14 pmol/L tiene el doble
de riesgo de presentar demencia, comparados con aquellas con valores normales.
Por otro lado, se ha encontrado una marcada asociacion inversa entre los niveles
de Hcy y las funciones cognitivas (56). La relacion entre la HHC y la demencia ha
sido un tema importante en varios estudios, en los que se fundamenta que ésta
puede promover el desarrollo de la demencia por mecanismos tales como:
promocion de microangiopatia cerebral, estimulacion de neurotoxicidad
dependiente de proteina B amieloide y estimulacion de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (57).

1.9.5 Parkinson

En los ultimos afos la enfermedad de Parkinson se ha relacionado con la HHC,
fundamentalmente debido a que durante el metabolismo de la Hcy se forma el
sustrato S-adenosilmetionina, quien juega un papel de donador de grupos metilo en
el sistema nervioso central. Por tanto, las alteraciones que se presenten en la
produccion de dicho sustrato tendran impacto en el desarrollo, diferenciacion y
funcién celular, como es el caso de la disminucion de los procesos de metilacion

que se han reportado en trastornos psiquiatricos y neurologicos (58).

1.9.6 Enfermedad cerebrovascular

Diversos estudios clinicos y epidemiol6gicos en los Ultimos afios, muestran que una
elevacion moderada de Hcy constituye un factor de riesgo independiente para
padecer enfermedad vascular, dicha vinculacion se fundamenta en que la Hcy
puede causar dafo a la matriz vascular, propiciando mecanismos oxidativos con la
subsecuente disminucion de la accion antitrombotica del endotelio y propagacion

en el musculo liso (59,60).
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1.10 HHC Y EL MECANISMO DE COAGULACION

Diversos estudios experimentales sugieren que la trombogenicidad de la HHC
reside en su capacidad para modificar la resistencia endotelial a la trombosis por
diversos mecanismos a los que siguen la activacion plaquetaria y formacion de
trombos. En la tabla 2, se muestran las implicaciones clinicas de la HHC asociadas

a hipercoagulabilidad en la trombosis arterial y venosa (61).

TABLA 2. IMPLICACIONES CLINICAS DE LA HHC
Aterotrombosis
Infarto agudo al miocardio
Progresién de enfermedad coronaria conocida
Enfermedad vascular cerebral isquémica
Enfermedad arterial periférica
Enfermedad tromboembdlica venosa
Trombosis venosa profunda
Trombosis venosa cerebral
Tromboembolismo pulmonar
Enfermedad vascular cerebral
Complicaciones obstétricas
Preeclampsia grave
Parto pretérmino
Retardo en el crecimiento fetal
Defectos del tubo neural

El proceso de coagulacién comprende la hemostasia y la fibrindlisis (62). La
hemostasia es un proceso fisiolégico que mantiene la sangre en estado liquido,
mientras que induce la formacion de un tapdén hemostatico en los sitios donde hay
lesion vascular; una alteracion en este proceso llevara a la formacion de trombosis
(63).

La trombosis es la obstruccion local del flujo de sangre por una masa en algun vaso
arterial o venoso, los tejidos irrigados por este vaso sufren isquemia. Hay un
desequilibrio en la induccion de un tapdon hemostatico en el lugar de la lesion,

llevando a una activacion inapropiada de los procesos homeostaticos normales,
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como la formacion de trombos en la vasculatura no lesionada o la oclusion

trombotica de un vaso tras una lesiébn menor (64).

Las alteraciones de la hemostasia relacionadas con un riesgo trombético
aumentado son debidas al déficit de anticoagulantes naturales: PC y PS o AT. Los
factores de coagulacion son activados por proteasas de serina, y su actividad esta
modulada por varios inhibidores naturales plasmaticos. Los inhibidores mas

importantes del sistema de coagulacion de la sangre son la AT, PC y PS (65).

1.11 Proteina C

La PC de la coagulacion, es una proteina dependiente de vitamina K que consta de
461 aminodcidos, sintetizada en el higado como zimégeno (forma inactiva); tiene
un peso molecular de 63,000 daltones, contiene residuos de gamma-
carboxiglutamatos (Gla), se activa por un complejo de trombina unido a membrana,
la trombomodulina y calcio. El gen que codifica para su sintesis se encuentra en el
cromosoma 2 y consta de 11 kb compuesto por 9 exones (66). La PC se activa
(PCa) por la trombina en presencia de un cofactor de las células endoteliales,
llamado trombomodulina (67). La region catalitica de la PCa contiene His 211, Asp
257 y Ser 360 (triada catalitica) que inactiva a los factores Va y Vllla (68), y es por
ello que la PCa tiene una importante funcion inhibidora de la actividad
procoagulante (Figura 4). El efecto neto de la activacion de la PC es disminuir la

sintesis de trombina (69).
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Figura 4. Activacion endotelial de la PC e inactivacion de factores de coagulacion. La
trombomodulina impide la accién procoagulante de la trombina y favorece la activacion de la
proteina C (PC) y posterior inactivaciéon del factor Va y factor Vllla. la proteina S facilita la funcién
antitrombdética de la proteina C (70).

Por otro lado, la PCa a través de la activacion del receptor | activado por proteasas
sobre las células endoteliales, estimula la liberacion de t-PA aumentando el
potencial fibrinolitico de la sangre. Su concentracion plasmatica es de 4 ug/mL, con
una funcionalidad del 70 al 140% y una vida media de 10 h (70)

El principal efecto de la PCa es inactivar los factores de coagulacién Vay Vllla, que
son necesarios para la generacion de trombina y el factor X activado. El efecto
inhibidor de la PCa es notablemente aumentado por la PS, otra proteina
dependiente de vitamina K. Desde el punto de vista clinico, se presenta algun
evento trombdtico en el 75% de los individuos con deficiencia de la PC. Los
pacientes heterocigotos para la deficiencia de la PC suelen tener una

concentracion inferior al 60% de lo normal (71).
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1.12. Proteina S

La PS es una glicoproteina con un peso molecular de 70,000 daltones. Se sintetiza
en el endotelio, megacariocitos e higado, en este ultimo requiere de vitamina K. Los
genes que la codifican se encuentran localizados en el cromosoma 3 (72). En
condiciones fisiolégicas un 60% de la PS esta unida reversiblemente a la proteina
de unién de la fraccion 4 del complemento por lo que solamente el 40% que queda
libre es funcional. Actia como cofactor de la PCa al facilitar su unién a las
membranas fosfolipidicas y favorecer la inhibicion de los factores Va y Vllla. Su
concentracion plasmatica es de 20 a 25 pg/mL, con una funcionalidad del 63-135%

y una vida media de 8 horas (73).

Se une a la PC sobre la superficie de la plaqueta o de las células endoteliales,
donde este complejo molecular inhibe a los factores Va y Vllla (74), integrados en
los complejos activadores de los factores X y Il. De esta manera las enzimas IXa 'y
Xa son amortiguadas por el sistema de la AT y los cofactores Va y Vllla por el

sistema de la PC como enzima, y la PS como coenzima (Figura 4) (70).

El sistema de trombomodulina/PC y S, es fundamental en la fisiologia de la
hemostasia ya que regula a tres importantes proteinas procoagulantes: trombina,
factor Va y factor Vllla (75).

La deficiencia de la PS se hereda en forma autosomica dominante,
aproximadamente el 72% de los heterocigotos para la deficiencia, presentan
enfermedad tromboembdlica venosa y el 56% de estos episodios son espontaneos
(76). La deficiencia clasica de la PS consiste en una disminucion de los niveles
antigénicos de la PS total, con mayor reduccion en PS libre tanto antigénica como
funcional; existen por lo menos 69 mutaciones distintas asociadas a la deficiencia
de la PS (77).

1.1.3 Antitrombina
La AT (también descrita como antitrombina 1ll) es una a2 glicoproteina plasmatica

de peso molecular de 68,000 daltones, que se sintetiza en el higado en una serie
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de reacciones que no requieren de vitamina K; también, se sintetiza en células
endoteliales (71). Posee un contenido de carbohidratos de 9 al 15,2 por ciento y el
resto lo forma la fraccion peptidica, que se compone de una cadena sencilla de
glicoproteina sin puentes disulfuro. El residuo N terminal de la cadena polipeptidica,
corresponde a la histidina y los residuos de arginina, a los sitios activos. El gen que

controla su sintesis se encuentra en el cromosoma 1, consta de 7 exones (66).

Se han descrito, seis actividades antitrombinicas diferentes: AT I: se refiere a las
adsorcion de la trombina a la fibrina, AT Il: es el cofactor plasmatico de la heparina,
AT llI: ha sido utilizada para denominar la actividad plasmética que produce la
inactivacion progresiva e irreversible de la trombina., AT IX: usada por Seegers y
col. para describir una actividad contra la trombina en el proceso de coagulacion y
AT VI: se refiere a la actividad de los productos de degradacion del fibrinbgeno, que

interfiere en la reaccion de la trombina con el fibrinégeno (78).

La AT es un inhibidor de las proteasas de serina que juega un papel importante en
el proceso de coagulacion ya que inactiva directamente a la trombina y también
inactiva los factores 1X, X, XI y Xl formando un complejo covalente. La inhibicién
de los factores es lento, sin embargo, la unioén de la heparina a la AT Il acelera la
inactivacién de la trombina, observandose que en ausencia de heparina la vida
media de la trombina es de 40 segundos y en presencia de AT Ill y heparina, es de
20 segundos (79). La heparina interacciona con los residuos de lisina de la AT Il y
produce un cambio conformacional, que favorece la exposicion de los residuos de
arginina de la AT Illl y produce un cambio conformacional, que favorece la
exposicion de los residuos de arginina de la AT lll, los que asi interaccionan mas
facilmente con la trombina (Figura 5). Su concentracién plasméatica promedio es de
140 pg/mL, con una funcionalidad del 75,6 al 122,4% y una vida media de 48-60
horas (80).
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Figura 5. Mecanismo de accion de la AT. La unién de la antitrombina con las proteasas de serina
como el factor Xa y la trombina es incrementada notablemente por la accién de heparinoides como
el heparan sulfato (70).

La deficiencia de AT se hereda como un rasgo autosémico dominante y por lo
tanto, afecta ambos sexos por igual. Los individuos afectados presentan
enfermedad tromboembolica venosa aproximadamente en el 55% de los casos
(81).
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2. JUSTIFICACION

No hay estudios a nivel nacional ni internacional acerca de los valores de Hcy, PC,
PS y AT en adultos mayores. Sin embargo, si conocemos estos valores, se podra
realizar un mejor tratamiento para los problemas de coagulacion en este tipo de
poblacion, pues el riesgo de padecer alguna alteracion de la coagulacion en la HHC
en los individuos de edad adulta es mayor, ademas en los proximos afios sera la
poblacion mas frecuente en nuestro pais. Como ya es conocido, la Hcy es un
agente altamente oxidante para los sistemas bioldgicos, y altera las proteinas del
sistema de la coagulacion, por lo que es importante conocer cOmo se encuentran

los niveles de Hcy, PC, PS y AT en nuestra poblacién de adultos mayores.

3. HIPOTESIS

Los niveles bajos de actividad de las proteinas C, S y AT en adultos mayores de 50

afos se producen por los niveles altos de Hcy.

4. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la actividad de la PC, PS y AT y su asociacién con los niveles de Hcy

en adultos mayores.

ESPECIFICOS
e Determinar los niveles de Hcy y los niveles de actividad de la PC, PS y AT en

adultos mayores.

e Correlacionar los niveles de Hcy con los niveles de actividad de las proteinas

antitromboticas.

19



ll.  MATERIAL Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo, transversal y analitico.

5.2 Material biolégico

La seleccion de los participantes se llevé a cabo por muestreo probabilistico. Se
incluyeron 115 participantes que acudieron al Servicio de Rehabilitacion Geriatrica
y al Laboratorio de Investigacion en Hematopatologia del Depto de Morfologia de la
ENCB del Instituto Politécnico Nacional, mayores de 50 afios y que decidieron
participar en el protocolo, considerando tanto a los casos de primera vez o

subsecuentes, hasta completar 115 participantes de ambos géneros.

5.3 Criterios de seleccion

5.3.1. Criterios de Inclusion:
*Mayores de 50 afios de edad
*Ambos géneros
*Que acepten participar en el estudio

5.3.2. Criterios de exclusion:

*Que decida no participar en el protocolo

5.4. Metodologia

5.4.1 Obtencién de muestras

Los participantes se captaron al acudir a consulta de Rehabilitacién Geriatrica en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) y al Laboratorio de Investigacion en
Hematopatologia, y a quienes se les invitdO a participar. Una vez que aceptaron
participar firmando la carta de consentimiento informado (anexo [), se obtuvieron
sus datos (anexo Il), una vez concluido, los pacientes se enviaron con una forma
disefiada especialmente para tal efecto (anexo lll), al laboratorio de analisis clinico
del I.N.R. para la extraccion de 10 a 12 mL de sangre periférica (anexo V). Las
muestras recolectadas diariamente, se enviaron al laboratorio de genética para la

separacion del plasma (anexo V), con anticoagulante EDTA para la determinacion
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de Hcy y citrato de sodio para la determinacion de PC, PS y AT. Asimismo se

realizo la extraccion de DNA (anexo VI).

5.4.2 Obtencion del plasma
Las muestras con EDTA y citrato de sodio, se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante
15 minutos, se separd el plasma en alicuotas y se conservo a -70 °C hasta el

procesamiento de las muestras.

Diagrama de flujo

Pacientes
Mayores de 50
afos

\

Se extrae muestra de sangre periférica
con anticoagulante EDTA y citrato de

Separacion del plasmay se

conserva a -70°C, para Separacion de leucocitos
determinar homocisteina para extracciéon de DNA
(EDTA)y PC, PSy AT para la creacion de
(plasma citratado) DNAteca

Recoleccién de resultados para la base de datos

!

Realizacién de analisis estadistico con los datos obtenidos

21



5.5 Determinacion de Hcy y las proteinas PC, PSy AT.

Se realiz6 la determinacién de homocisteina y proteinas de la coagulacién: PC, PS
y AT utilizando kits comerciales por el método coagulométrico y/o cromogénico
mediantes los Sistemas de Coagulacion IL version ACL Elite Pro, IL Diagnostic
(Instrumentation Laboratory Spa-V.le Monza 338-20128 Milano Italy). A
continuacion se detalla la métodologia para cada prueba.

5.5.1 Determinacion de homocisteina por inmunoensayo
Se utilizo el kit comercial (0020007800) para la determinacion cuantitativa de L-

homocisteina total en plasma en los sistemas de coagulacion IL.

El kit de homocisteina consta de: un vial de buffer (solucién tampon fosfato), un vial
reductor de adenosina y solucién de Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) en tampdn
fosfato, un vial de enzima de solucion S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa
recombinante (SAHH) en tampon fosfato, un vial de conjugado de soluciéon de
conjugado en PBS (soluciéon tampén fosfato) y un vial de a-SAH latex de una
suspension liofilizada de particulas de latex de poliestireno sensibilizadas con un
anticuerpo monoconal anti-S-adenosil-L-homocisteina (SAH) en un tampon con
albumina de suero bovino, el cual fue hidratado con 2 mL de agua destilada, se
homogeniz6 suavemente y mantener entre 15 y 25°C durante 30 minutos. Se
mezclé suavemente por inversion del vial antes de usarlo. El nivel de homocisteina
se mide en 3 etapas: 1) Reduccién de la Hcy presente en plasma, como mezcla de
formas disulfuradas y ligadas a proteinas, a Hcy libre. 2) Conversion enzimética de
la Hcy libre a S-adenosil-L-homocisteina (SAH) por accion de la SAH hidrolasa
(SAHH) en presencia de un exceso de adenosina. 3) Reaccion de aglutinacion
competitiva del latex anti-SAH, con el SAH y el conjugado. El grado de aglutinacién
es inversamente proporcional a la concentracion de tHcy en la muestra y se

determina midiendo el descenso de la luz transmitida causada por los agregados.

5.5.2 Determinacion de Proteina C por el método cromogénico
Se utilizo el kit comercial (0020300500) para la determinacion cuantitativa de la

Proteina C en plasma citratado para los Sistemas de Coagulacion IL.
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El kit de Proteina C consta de: un vial diluyente de solucibn concentrada
conteniendo cloruro sodico al 0,9% con conservador, un vial de activador de
proteina C de fraccion liofilizada derivada del veneno de la serpiente Agkistrodon
contortrix contortrix (1 unidad/vial), tampdén y albumina de suero bovino con
conservador, el cual fue hidratado con 1 mL de agua destilada y un vial de
substrato cromogénico liofilizado hidratado con 2.5 mL de agua destilada, los viales
hidratados se homogenizaron suavemente y mantuvieron entre 15 y 25°C durante
30 minutos y mezclaron suavemente por inversion del vial antes de usarlos. Es un
ensayo basado en la utilizacion de un substrato cromogénico sintético. El nivel de
la PC se mide en 2 etapas: 1) incubacién del plasma con el activador de la PC y 2)
cuantificacion de la PC activada usando un substrato cromogénico sintético. La
paranitroanilina liberada se mide cinéticamente a 405 nm, siendo su nivel

directamente proporcional al % de activacion de la PC en la muestra.

5.5.3 Determinacion de Proteina S por el método coagulométrico

Se utilizé el kit comercial (0008468810) para la determinacion cuantitativa de la
Proteina S funcional en plasma citratado para los Sistemas de Coagulacién IL. El
kit de Proteina S consta de: un vial de activador de proteina C de fraccion proteica
liofilizada derivada del veneno del veneno de la serpiente Agkistrodon contortrix
contortrix, el cual fue hidratado con 1.5 mL de agua destilada, un vial de plasma
deficiente de proteina S de plasma humano liofilizado al cual se le ha eliminado
artificialmente la proteina S, se hidrat6 con 1 mL de agua destilada, un vial de
plasma control de proteina S de plasma humano liofilizado que contiene una
concentracion baja de proteina S, fue hidratado con 1 mL de agua destilada y un
vial de tromboplastina célcica bovina liofilizada, se hidrat6 con 1 mL de agua
destilada. Los viales una vez hidratados se homogenizaronn suavemente, se
mantuvieron entre 15 y 25°C durante 30 minutos y mezclaron suavemente por
inversion de cada vial antes de usarlos.

El ensayo de la PS determina la actividad funcional de la PS libre, midiendo el
grado de propagacion del tiempo de protrombina (TP) en presencia del factor

tisular, fosfolipidos, iones calcio y PC activada. La actividad de la PS es
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proporcional a la prolongacion del tiempo de coagulacion del plasma deficiente de

PS al cual se ha afiadido muestra del paciente diluida.

5.5.4. Determinacion de Antitrombina por el método cromogénico
Se utilizé el kit cromogénico (0020008900) para la determinacién de antitrombina

en plasma en los sistemas de coagulacion IL.

El kit de antitrombina consta de: un vial de substrato cromogénico liofilizado, que
fue hidratado con 2 mL de agua destilada y factor Xa liofilizado, que también se
hidraté6 con 2.5 mL de agua destilada, se homogeneizan suavemente mantienen
entre 15 y 25°C durante 30 minutos, se mezclan suavemente por inversion del vial
antes de usarlos. Es un ensayo basado en la utilizacibn de un substrato
cromogeénico sintético y la inactivacion del FXa. El método es como consecuencia
especifico y no es alterado por el cofactor Il de la heparina. El nivel de AT en
plasma se mide en dos etapas; a) incubacién del plasma con el reactivo factor Xa
en presencia de exceso de heparina y b) cuantificacion de la actividad del factor Xa
residual con un substrato cromogénico sintético. La paranitroanilina liberada se
mide cinéticamente a 405 nm siendo su nivel inversamente proporcional al% de

actividad de la AT de la muestra.

5.6 Extraccion de DNA

A 2 mL de sangre total se le agregé un volumen de solucion de lisis, se agitd
ligeramente y centrifugd (3000 rpm, 8min a 4°C), se desecho el sobrenadante; este
procedimiento se realizé hasta obtener un botén blanco al cual se le agregé 1 mL
de reactivo TriPure. El contenido del tubo fue transferido a un tubo Eppendorf,
centrifugado a 12000 rpm 10min a 4°C, se le agregd 200 pL de CHCIs, y se dejé
incubar 5 min a 4°C. Posteriormente se agité 15 segundos y se volvio a incubar la
muestra durante 10 min. Se centrifugd (12000 rpm 10min a 4°C). Se obtuvieron 3
fases, la primera (transparente) la cual fue desechada. A las fases restantes se les
adicion6 etanol absoluto (300 pL por cada mL de TriPure utilizado), se
homogeneizo e incubo la muestra 4 min a temperatura ambiente, se centrifugd

(12000 rpm, 5 min, 4°C), se desecho el sobrenadante. Se adiciondé 1 mL de citrato
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de sodio 0.1 M en etanol al 10 % e incub6 durante 30 min a temperatura ambiente
agitando esporadicamente, se centrifugé (2000 rpm, 5 min, 4 °C) y desecho el
sobrenadante; se lavo el boton con 1.5 mL de etanol al 80 %. Se Incub6 la muestra
20 min a temperatura ambiente con agitacion esporadica, se centrifugd (2000 rpm,
5min, 4°C) y se desech6 el sobrenadante, a continuacion se dejé secar a
temperatura ambiente en campana aproximadamente por 30 min; una vez seco al
DNA se le adicionaron de 200 a 250 uL de agua destilada estéril; para disolverlo se

colocé en bafio metabdlico a 60 °C y finalmente se cuantifico y almacené a —20 °C.

Purificacion de DNA en Columnas QlAamp

El procedimiento de purificacion de ADN QIAamp comprende cuatro pasos y se
llevé a cabo utilizando columnas QIAamp de giro en una microcentrifuga estandar o
en un tubo al vacio. Ambos procedimientos de giro y al vacio estan disefiados para
asegurar que no haya contaminacién de muestra a muestra y permitir una

manipulacion segura de muestras potencialmente infecciosas.

Las columnas QlAamp encajan en la mayoria de los tubos estandar de
microcentrifuga. En el protocolo de giro, debido a la cantidad de filtrado, 2 mL son
recolectados en tubos. Son necesarias para apoyar las columnas de giro QlAamp
durante la carga y los pasos de lavado. Para el protocolo al vacio, una inyeccion de
vacio es capaz de producir un vacio de -800 a -900 mbar que son requeridos. El

DNA eluido se puede recoger en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL.

5.7Analisis estadistico

Se realizé el andlisis estadistico con el programa SPSS. Las variables se
analizaron de acuerdo a su distribucién gaussiana, media e intervalo de confianza
(IC) del 95% o mediana y las percentiles 25y 75 %. Se realiz6 la prueba de analisis
multivariado para determinar la asociacion de las diferentes variables y los
diferentes padecimientos de los pacientes. El andlisis estadistico se considero

significativo cuando el valor de P era <0.05.
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[I. RESULTADOS

Se captaron un total de 115 participante (95 pacientes y 20 controles) a los cuales
se les informo del estudio y solicito firmar una carta de consentimiento informado
(anexo 1). A su vez, a todos ellos se les aplico un cuestionario para conocer sus
caracteristicas generales, y si presentaban alguna patologia en particular (anexo
II). Los participantes que presentaron una o diversas patologias fueron
considerados como pacientes y aquellos que no presentaron ninguna patologia
fueron considerados como controles. En la Tabla 3, se indican las caracteristicas
de esta poblacién de estudio asi como las principales patologias encontradas en el
grupo de pacientes. Se muestra que en el grupo de pacientes (n=95), 32 fueron
hombres (34%) y 63 mujeres (66%). En el grupo control (n=20), 7 fueron hombres
(35%) y 13 mujeres (65%). El género femenino predominé en ambos grupos.
Dentro de las principales patologias se observé la insuficiencia venosa periférica,
hipertension arterial y la dislipidemia (Tabla 4).

TABLA 3. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

Pacientes Controles
n 95 20
Rango de edad 50 - 98 50 - 89
Promedio 68.9 60.6
Género
Mujer 63 (66%) 13 (65%)
Hombre 32 (34%) 7 (35%)
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TABLA 4. Patologias en el grupo de pacientes

PATOLOGIAS Num de pacientes
Insuficiencia venosa periférica (IVP) 67
Presion alta (HTA) 58
Dislipidemias 40
Fracturas 36
Diabetes 22
Osteoporosis 15
Enfermedad vascular cerebral (EVC) 14
Cancer 7
Insuficiencia renal crénica (IRC) 7

Los pacientes se dividieron en grupos de edad (por décadas), distribuidos como se
muestra en la Tabla 5. El primer grupo comprendié de 50 a 59 afios, el segundo de
60 a 69 afios, el tercero de 70 a 79 afos y el ultimo grupo comprendié de 80 afios
en adelante. Se muestra en cada grupo, el nimero de pacientes y el promedio de

edad, la edad maxima fue 98 afos.

TABLA 5. Distribucion de la poblacién estudiada por grupo de edad

RANGOS DE EDAD (DECADA) NUMERO (PROMEDIO)
50 — 59 28 (54.6)
60 — 69 20 (64.4)
70-79 19 (76.3)
80 — 89 28 (84.5)

Los participantes también se clasificaron de acuerdo al género en los mismos
grupos de edad, como se muestra en la Tabla 6, donde se presenta el promedio de

edad para cada grupo.
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TABLA 6. Distribucion de la poblacion por grupo de edad y género

RANGOS DE EDAD Masculino Femenino
(DECADA) Numero (promedio de edad ) NUumero (Promedio de edad)
50 — 59 13 (55.6) 15 (54.2)
60 — 69 7 (62.7) 13 (65.4)
70-79 5 (76.2) 14 (76.3)
80 — 89 7 (84.6) 21 (83.6)

A ambos grupos de estudio (pacientes y controles) se les determinaron: la

concentracion de tHcy en sangre y porcentaje de actividad de la PC, PSy AT.

Los resultados obtenidos de las determinaciones fueron analizados por la prueba
de Kolmogorov-smirnov, para conocer si los valores obtenidos seguian una
distribucion normal (Tabla 7). La PC y AT siguieron una distribucién normal,

mientras que la PS y la Hcy no presentaron este patrén.

TABLA 7. Andlisis de la distribucién de variables

por la prueba de kolmogorov-smirnov
VARIABLE ANALIZADA P DE DOS COLAS

PC 0.121

PS 0.011

AT 0.200

Hcy 0.001

La Figura 6 muestra los niveles de Hcy obtenidos en los pacientes, 22 presentaron
niveles elevados de Hcy. En el grupo control no se observaron niveles elevados de
Hcy.
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FIGURA 6. Niveles de Hcy en los pacientes.

La Tabla 8 muestra los valores de Hcy de acuerdo a la edad; se observa un
incremento con la edad hasta los 79 afios y después tiende a disminuir. Sélo en las
mujeres se observa este patron. Al realizar el analisis estadistico se obtuvieron

diferencias significativas por género y edad.

TABLA 8. Distribucion de los valores de Hcy de la poblacion estudiada de

acuerdo al género y edad

PRUEBA'Y DECADA DECADA DECADA DECADA p*
GENERO 50 -59 60 - 69 70-79 >80
HCY 7.941 12.5 9 11.6
HOMBRES 6.5-9.4 10-14.3 6.8-10.2 7.6-17.3
HCY 7.584 9.514 154 11.4 0.0472
MUJERES 6-8.8 7.5-20.7 10.4-20.7 8.4-19.2
TOTAL 7.584 9.948 10.5 9.175 0.0005
6.4—-9.2 8.1-18.1 9.2-19.9 83-175

*Analisis multivariado; comparacion hombres y mujeres y décadas. La concentracion de Hcy se
expresa en pmol/L. Los valores para Hcy se expresan como mediana y percentiles del 25y 75 %.
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FIGURA 7. Niveles de Hcy en la poblacién estudiada de acuerdo a los grupos de edad

Para conocer si el porcentaje de actividad de PC, PS y AT variaba de acuerdo al
género, la poblacion se dividi6 como se muestra en la Tabla 9, se determinaron las
medias o0 mediana y el intervalo de confianza para los valores de la PC, PS y AT.
En la tabla se muestra que hubo diferencia significativa para los valores de PC, lo
gue indica que se deben de establecer valores especificos por cada género para
PC.

TABLA 9. Distribucion de los valores PC, PS, y AT de la poblacién estudiada
de acuerdo al género
Media o mediana/

PRUEBA Intervalo de confianza o percentiles P*
HOMBRES MUJERES
PC 103.9 115.4
Media 98.3 — 109.6 109.8 — 120.9 0.0319
PS 114 121
Mediana 100.25-127.8 107 - 139 0.3231
AT 99.5 103.7
Media 94.9-104 100.7 — 106.8 0.1834

*Analisis multivariado; comparacion hombres y mujeres. Los valores de PC, PS y AT son
expresados en porcentaje de actividad. Para la PS los valores se expresan como mediana y
percentiles del 25 y 75 %. Para la AT y PC los valores se expresan como media e intervalo de
confianza al 90%.
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La poblacién se distribuyé por grupos de edad en décadas, para conocer si el
porcentaje de actividad de PC, PS y AT variaban de acuerdo a la edad. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 10, donde se muestra que hubo
diferencia significativa para los valores de PC y PS, lo que indica que se deben
tener valores especificos para cada grupo de edad para PC y PS. En esta tabla
ademas, se muestra que la actividad de la PC aumenta con la edad hasta los 69
afos y posteriormente disminuye. Para la PS también se observa que se
incrementa su actividad conforme avanza la edad hasta 79 afos y posteriormente

disminuye, y para la AT, se mantiene sin cambio en los diferentes grupos de edad.

TABLA 10. Distribucién de los valores de PC, PSy AT en la poblacion
estudiada de acuerdo a la edad.

TIPO DE EDAD EN DECADAS P
PRUEBA 50 — 59 60 — 69 70-79 >80
PC 116.6 127.9 106 98.4
110.8-122.5 116 - 139.9 99.1-1129 91.3-105.5 0.0001
PS 110 122 134 122
98.4- 124.8 109 — 128.8 120 — 154 101.3 - 139 0.0024
AT 100.7 100.6 108 101.2
97.9-1035 94.9 - 106.3 100.2 - 115.9 96.3 - 106.1 0.3032

*Analisis multivariado. Los valores de PC, PS y AT son expresados en porcentaje de actividad.
Para la PS los valores se expresan como mediana y percentiles del 25y 75 %. Para la AT y PC los
valores se expresan como media e intervalo de confianza al 90%.
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FIGURA 9. Porcentaje de actividad de la PS en los grupos de edad
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FIGURA 10. Porcentaje de actividad de la AT en los grupos de edad

En la Tabla 11 se resumen los resultados obtenidos de los valores para PC, PS y
AT por género y grupos de edad. En esta tabla se muestra que para la PC hay
diferencia significativa entre grupos de edad y género (P= 0.0001 y 0.0319
respectivamente) por lo que se deben establecer valores especificos por cada
género y grupo de edad. Para la PS se deben establecer valores especificos por
cada grupo de edad pero no por género (P= 0.0024 y 0.3231 respectivamente),
mientras que para la AT los valores no se modifican ni por género ni por grupos de
edad (P=0.1834 y 0.3032 respectivamente).
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TABLA 11. Distribucién de los valores obtenidos de la PC, PSy AT por edad y

género.
PRUEBA Y DECADA DECADA DECADA DECADA p*
GENERO 50 - 59 60 — 69 70 -79 >80
PC 111.6 106.2 91.7 96.2
HOMBRES 101.4-121.8 | 94.4-1185 | 80.9-1025 | 83.6-108.9
PC 121 139.6 111.1 99.1 0.0319
MUJERES 114.2-127.9 | 124.4-154.9 | 103.4-118.9 | 90.2-108.1
TOTAL 116.6 127.9 106 98.4 0.0001
110.8-122.5 | 116 -139.9 99.1-1129 | 91.3-1055
PS 100.5 123 134 120
HOMBRES 97.9-118 105 -127 127-158 96-124
PS 112 123 132 123 0.3231
MUJERES 103-125 110-142.5 111.8-154.2 104.5-139.5
TOTAL 110 122 134 122 0.0024
98.4- 124.8 109 — 128.8 120 — 154 101.3 - 139
AT 101.1 85.9 121.2 94.4
HOMBRES 96.3 — 105.9 789-929 | 106.3-136.1 | 87.5-101.4
AT 100.4 108.5 103.3 103.4 0.1834
MUJERES 96.6 —104.1 | 103.3-113.7 | 94.2-1125 97.3-109.5
TOTAL 100.7 100.6 108 101.2
97.9-1035 | 949-106.3 |100.2-1159 | 96.3-106.1 | 0.3032

*Andlisis multivariado. Los valores de PC, PS y AT son expresados en porcentaje de actividad.
Para la PS los valores se expresan como mediana y percentiles del 25y 75 %. Para la AT y PC los
valores se expresan como media e intervalo de confianza al 90%.

En la Tabla 12, se muestran las correlaciones entre cada par de variables, en el
cual se incluyeron todos los pacientes sin importar género y edad. Se puede
observar, que existe una correlaciéon entre la PC y la PS, lo que nos indica que el
porcentaje de actividad en ambas proteinas no correlaciona, mientras que la
comparacion del porcentaje de actividad entre la PC con la AT y la concentraciéon
de Hcy, el comportamiento fue semejante, no habiendo correlacion entre ellas.
Para el caso de la actividad de la PS comparada con la actividad de la AT y

concentracion de Hcy hubo correlacién, es decir el comportamiento de las
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concentraciones y porcentaje de actividad fue diferente. Se observo que no hubo

correlacion entre la AT comparada con la concentracion de Hey.

TABLA 12. Correlaciones entre las variables

Variable p*
PC-PS 0.0031
PC - AT 0.0712
PC — Hcy 0.7562
PS - AT 0.0001
PS — Hcy 0.0349
AT-Hcy 0.4747

*Correlacion de Pearson

En la Tabla 13 se muestra la correlacion entre las variables: Hcy, PC, PS, AT y
padecimientos de los adultos mayores. En esta tabla Unicamente se muestran

aguellas en las que hubo correlacion.

TABLA 13. Asociacion entre variables determinadas y

padecimientos de los adultos mayores.

Padecimiento Variable asociada p*
Hipertension arterial AT 0.03
Hcy 0.004
Insuficiencia renal cronica PC 0.007
Hcy 0.049
Dislipidemia PC 0.025
Evento vascular cerebral PC 0.013

En esta tabla podemos observar que en la HTA, el porcentaje de actividad de AT y
la concentracion de Hcy es diferente con respecto a las otras patologias. En la
insuficiencia renal crénica el porcentaje de actividad de PC y la concentracion Hcy

de igual manera es diferente con respecto a las otras patologias. En las

35



dislipidemias como en el EVC el porcentaje de actividad de la PC fue diferente con

respecto a las otras patologias.

Al realizar la prueba de riesgo relativo (raz6n de momios), se observé que ningun
padecimiento tuvo relacion con los resultados obtenidos de las variables
estudiadas, es decir no se modifica el % de actividad de las proteinas
antitrombdticas y la concentracion de Hcy. El rango de los valores de riesgo estuvo
entre 0.01y 1.15.

Finalmente, se realizé la comparaciéon de la actividad de la PC, PS, AT y la
concentracion de Hcy entre el grupo considerado como control y los pacientes con
las patologias antes descritas, los resultados se muestran en la Tabla 14. Para las
proteinas PC, PS y AT no se observo diferencia significativa, en tanto que para la
Hcy si hubo diferencia significativa entre los pacientes y el grupo control. Lo que
nos indica que las patologias encontradas en los pacientes se relacionan por la
concentracion de Hcy.

TABLA 14. Comparacion entre grupo control y pacientes

PRUEBA GRUPO CONTROL PACIENTES P
AT 100.23 102.29 0.2792*
PC 114.74 111.51 0.2880*
PS 114 120 0.2780**
Hcy 7.625 8.674 0.0222**

*T de student. ** U de Mann- Whitney
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IV.  DISCUSION
Este es el primer trabajo realizado en adultos mayores de la Ciudad de México para
determinar los niveles de Hcy, PC, PS y AT en individuos con patologias que
podrian estar asociadas a la edad, que acudieron a los servicios médicos por

traumatismos ajenos a patologias especificas.

Como ha sido descrito, la enfermedad cerebro vascular, Alhzheimer, insuficiencia
renal cronica, demencia, insuficiencia venosa periférica, Parkinson, diabetes,
hipertension, aterosclerosis y dislipidemias se han asociado con alteracion en los

niveles de Hcy y/o las proteinas antitromboéticas %>

, Sin embargo, no se tienen
reportes de cdmo se encuentran los niveles de estos marcadores en adultos
mayores con estas patologias, mas aun sabemos que patologias como estas
pueden estar involucradas en el proceso de envejecimiento. En la poblacion
estudiada las principales patologias que encontramos fueron IVP, HTA vy
dislipidemias, entre otras, como se ha descrito en otras poblaciones. Ademas
sabemos que dichos padecimientos se han asociado a HHC en jovenes y adultos
por mecanismos de tipo adquirido o hereditario > 2> 3¢, Es por ello, que en este
trabajo determinamos la distribucion de los valores de Hcy de los pacientes de
acuerdo al género y edad, encontrando diferencias significativas, lo que indica que

se deben tener valores especificos por género y grupo de edad.

En nuestra poblacién total, el 24% tuvo aumento en los niveles de Hcy, hecho que
podria estar relacionado con el dafio endotelial que genera la Hcy al oxidarse, dado
gue existen evidencias experimentales de que la Hcy al oxidarse genera radicales
libres con un efecto citotéxico sobre las células endoteliales *°, bloqueando los
mecanismos anticoagulantes mediados por la PC, PS, AT * y factores de
coagulacion ***’. En este trabajo las proteinas antitrombéticas (PC, PS y AT) no se
encontraron disminuidas en su actividad, sin embargo, la actividad de la PS se vio
afectada en un individuo, que al correlacionar los valores de esta proteina con la

Hcy, dio un resultado estadisticamente significativo.
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El proceso de envejecimiento se acompafa de una serie de cambios fisiologicos
que alteran la capacidad fisica del individuo y también los habitos y conductas
alimentarias del adulto mayor “°*%: por esta razén, este tipo de poblacién es
vulnerable a los estados de mal nutricién y deficiencias especificas de nutrientes
como la vitamina B12, B6 y acido folico ente otros; aproximadamente, dos tercios
de los pacientes que presentan HHC estan asociados con niveles bajos de vitamina
B12, B6 y acido folico *, los cuales juegan un papel importante en el metabolismo
de este aminoécido, por esta razén se ve incrementada en este grupo de edad *.
Nuestros resultados indican que el 24% de la poblacion estudiada presentd6 HHC;
este dato no ha sido descrito en este tipo de poblacion en México, y aunque el
tamafio de muestra en este trabajo no es significativo para representar a la
poblacién mexicana de este rango de edad, si proporciona una primera evidencia
de que esta poblacién podria tener HHC por lo menos en aproximadamente un
24%, este porcentaje podria ser incluso mayor debido a deficiencias nutricionales,
malos habitos alimenticios y alteraciones metabdlicas.

En México, no se han establecido valores de referencia para Hcy lo cual seria
transcendental para este tipo de poblacién debido a que se considera un factor de
riesgo cardiovascular. Al realizar la distribucion de los valores de referencia de Hcy
en nuestro pais, se podrian confrontar con los valores de referencia obtenidos en
otros paises con los de nuestra poblacion, debido a que la alimentacion,
informacion genética, estilo de vida, etc., difieren con los paises europeos y de

Norteamérica de donde se han obtenido estos valores 1" 1% 22,

En los adultos mayores la inmovilidad deteriora de manera significativa la calidad
de vida, las principales causas son: falta de fuerza o debilidad, rigidez, dolor,
alteraciones del equilibrio y problemas psicolégicos, lo cual conlleva a una
disminucion de la capacidad motriz del adulto mayor “>*!. La trombosis venosa es
una enfermedad comudn en los adultos mayores que deriva de la inmovilidad y que

puede agravarse debido a déficit de proteina C y S, déficit de antitrombina Ill, etc.
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En la PC observamos una tendencia a incrementar su actividad en los primeros 2
grupos de edad que comprenden las edades de 50 hasta 69 afios, en los ultimos 2
grupos de edad de 70 afos en adelante, disminuye su actividad conforme avanza
la edad, siendo un factor de riesgo elevado para eventos tromboticos, también
encontramos una diferencia entre hombres y mujeres en el porcentaje de actividad,
debido a que las mujeres que consumen anticonceptivos orales o se encuentran

embarazadas tienen un riesgo relevante de trombosis.

Para la PS (cofactor de la PC en la inhibicion de la coagulacion) observamos una
tendencia a incrementar su actividad conforme avanza la edad de 50 hasta 79
afos, no asi para la edad de 80 afios en adelante, en donde se ve disminucion de
la actividad de la PS, considerada también un factor de riesgo para trombosis en
adultos mayores. Su actividad de acuerdo al género no varié en la poblacién

estudiada, sin embargo, si hubo diferencia con la edad.

La actividad de antitrombina no se modifico en los 4 grupos de edad, una ligera
tendencia a incrementar conforme avanza la edad, pero no fue estadisticamente
significativo por lo cual su actividad no se modifica en los grupos de edad y
tampoco de acuerdo al sexo; un estudio realizado en 2007 por Middeldorp y
colaboradores, informaron que en poblacion general que dondé sangre, la

prevalencia de deficiencia de antitrombina es de 1:300 3.

Para correlacionar los niveles de homocisteina con el porcentaje de actividad de las
proteinas antitrombéticas (PC, PS y AT), se usé la prueba de Correlacion de
Pearson entre cada par de variable, obtuvimos correlaciéon significativa entre las
variables PC — PS, PS - AT y PS — Hcy, lo que nos indica que el comportamiento
de su actividad en ambas proteinas es diferente, mientras que la comparacion de
las concentraciones y porcentajes de actividad entre la PC — AT, PC — Hcy y AT —
Hcy, el comportamiento fue semejante, no habiendo correlacion entre ellas, lo que
nos indica que su concentracion y porcentajes de actividad entre ambas

determinaciones fue semejante.
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Las deficiencias de los inhibidores naturales de la coagulacion son raras;
deficiencias de PC, PS y AT estas se detectan en menos del 1% de la poblacion
en general y en menos del 10% de los pacientes con trombosis venosa. En
nuestros resultados no se observé disminucion del porcentaje de actividad de las

proteinas antitrombdticas.

También, se realizd la correlacion entre las variables determinadas: PC, PS, AT y
Hcy y los padecimientos de los adultos mayores, hubo correlacion en la
hipertension arterial (HTA) con AT y Hcy, el mecanismo que relaciona la
homocisteina con las enfermedades cardiovasculares puede ser la induccién de
lesiones vasculares, aunque este mecanismo exacto todavia no se conoce
completamente. La homocisteina puede producir descamacion de las células
endoteliales, oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad, reduccién de la
respuesta vascular o aumento de la adhesién de los monocitos. En 1997 Sutton-
Tyrrell, public6 que las concentraciones elevadas de homocisteina pueden
relacionarse habitualmente con la hipertension, dicha interaccion puede promover
la trombogénesis y la aterogénesis, originando la disminucién de la AT y episodios

cardiovasculares®® "8

En la insuficiencia renal crénica la concentracion de Hecy y PC de igual manera es
diferente. Los niveles plasmaticos de Hcy se elevan de 2 a 4 veces en este tipo de
pacientes, aln no esta claro si la hiperhomocisteinemia de los pacientes en
estados finales se debe a reduccién de la excrecion o a la alteracion del
metabolismo del aminoacido en las células renales. Con relacion a la PC se ha
descrito que en la IRC hay pérdida de esta proteina a través de la excrecién renal,
por lo tanto hay disminucién de su concentracién, lo que provocaria la tendencia a

la formacién de trombos a nivel de piel, ojos, cerebro y rifiones 3"°.

En las dislipidemias como en la EVC la actividad de la PC fue diferente. Se conoce
que las dislipidemias estan asociadas con la enfermedad aterosclerdtica y son
factores de riesgo importante de la tendencia trombadtica. En 1993, Tanner y col.,

demostraron que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas reducen la
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produccion de ON e incrementan la endotelina-1 y que estas mismas alteraciones
de la funcion endotelial ocurren en la hipercolesterolemia. Estos trastornos de la
funcion endotelial contribuyen notablemente a la existencia de un estado de

hipercoagulabilidad, disminuyendo la funcionalidad de la PC.

La EVC, se clasifica en oclusiva y hemorragica, la oclusiva pueden ser de tipo
trombotico en donde, el flujo de sangre de una arteria cerebral se bloquea debido a
un coagulo que se forma dentro de la arteria. La ateroesclerosis, que es la
acumulacion de depositos grasos en las paredes de las arterias, causa un
estrechamiento de los vasos sanguineos y con frecuencia es responsable de la
formacion de dichos coagulos. Y de tipo embdlico, en donde el coagulo se origina
en alguna parte alejada del cerebro, por ejemplo en el corazén. Una porcion del
coagulo (émbolo) se desprende y es arrastrado por la corriente sanguinea al
cerebro, el codgulo llega a un punto que es lo suficientemente estrecho como para
no poder continuar y tapa el vaso sanguineo, cortando el abastecimiento de sangre
%253 En general la enfermedad vascular cerebral (EVC) constituye una de las
principales causas de muerte y la principal causa de incapacidad en sujetos
mayores de 60 afios. En México constituye la 5a causa de muerte. Los factores de
riesgo relevantes para la EVC son resistencia a la proteina C, deficiencia de

proteina C, deficiencia S, deficiencia de AT, factor V de Leiden, etc " ™.

Finalmente, al realizar la prueba de riesgo relativo, se observdé que ningun
padecimiento influencio significativamente los resultados obtenidos de las variables
estudiadas, los rangos de los valores de riesgo estuvieron entre 0.01 y 1.15. Sin
embrago se obtuvieron valores de riesgo relativo PC (0.0101785) y para la PS
(0.0121511) con relacién a HTA, lo cual sugiere que en esta poblaciéon de estudio,
PC y PS podrian ser factores que protegen el desarrollo de esta enfermedad a la

poblacién de adultos mayores.

Es por ello que es necesario realizar un mayor numero de determinaciones de
estos marcadores con el fin de establecer el valor de referencia para la poblacion
mexicana y con ello, los factores de riesgo que pudieran estar implicados en las
diferentes patologias que aquejan particularmente a los adultos mayores.

41



V.

CONCLUSIONES

Los niveles de homocisteina altos en sangre periférica afectan
significativamente la actividad de la PS en adultos de 50 afios 0 mas, no asi
alaPCyAT.

Se obtuvo asociacion significativa entre la hipertension con la concentracion

de Homocisteina y la actividad de antitrombina.

La insuficiencia renal cronica se asoci6 con la concentracion de
homocisteina y actividad de proteina C. Asi mismo el evento vascular

cerebral y las dislipidemias con la actividad de la proteina C.
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VII.  ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F. a 11 de Abril de 2011.
A Quien Corresponda:
Por medio de la presente, hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento
para participar en el estudio: “Determinacién de las principales proteinas
reguladoras de la coagulacién asociada a los niveles de homocisteina en

adultos mayores” lo cual he aceptado en forma libre y voluntaria.

Previamente, se me ha explicado en forma satisfactoria que la finalidad es
determinar los niveles de homocisteina y de las proteinas C, S, y AT que existen
en las personas adultas mayores, ya que su elevacion es un factor de riesgo para
varias enfermedades y por otro lado tiene el objetivo de crear un banco de DNA,
necesario para realizar estudios genéticos que nos permitan ayudar a detectar,
prevenir y tratar enfermedades crénicas y degenerativas relacionadas a la
coagulacion, y serd empleado Unica y exclusivamente con el fin mencionado. Para
tal efecto, es necesaria la toma de una muestra de sangre de 8 ml por medio de
puncion venosa a través de la piel (con una jeringa usual), con un riesgo minimo
para mi persona como podria ser la formacion de un hematoma (moretén). Tal
procedimiento no es necesario para el diagnéstico o el tratamiento de mi
padecimiento, pero entiendo que de ésta investigacion servirA para el mejor
conocimiento de las enfermedades.

Asimismo, se me ha explicado que me es posible solicitar informacion adicional
acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion, y que estoy en libertad de

negarme a participar en el presente estudio.

Nombre Firma
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Nombre Testigo Firma Testigo

ANEXO Il

Cedula de captacion de datos de los pacientes del proyecto: determinacion de
homocisteina en adultos mayores de 65 afios del servicio de rehabilitacion
geriatrica del I.N.R.

Teléfono: Lugar de origen:

Edad (afos): Peso (Kg):

Sexo: Talla (mts):
I.IM.C. =

No de expediente:

DATOS GENERALES

No. Padres Abuelos
Patologia Si | No | Tiempo Paternos Maternos
Evoluc. |Padre | Madre | Abuelo Abuela | Abuelo | Abuela

1 Diabetes mellitus tipo Il
2 Hipertension Arterial
3 Osteoporosis
4 Fracturas
5 Dislipidemias
6 Céancer
7 Parkinson
8 Demencia
9 Afecciones renales

primarias
10 | Infarto al miocardio
11 | Insuficiencia venosa

periférica
OTROS Si No No. cigarrillos al dia Tiempo total (afios, meses)
Tabaquismo:
Comentarios:

Nombre del capturista:
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ANEXO Il
ENVIO DE PACIENTES A LABORATORIO CLINICO

Estimado paciente:

Presentarse para la toma de una muestra de sangre con el Dr. Cesar Zavala
Hernandez en el Servicio del Laboratorio Central de Analisis Clinicos del
Instituto Nacional Rehabilitacion, ubicado junto a la fuente central planta

baja y a un lado del Banco de Sangre.
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ANEXO IV
EXTRACCION DE MUESTRAS DE SANGRE VENOSA

Material

- algodon

- jeringas de 10 ml

- agujas de 21x1 mm

- ligadura

- tubos vaccutainer estériles sellados al vacio, de 12x75 mm de capacidad conteniendo EDTA
tripotasico

- etiquetas

Procedimiento:
Seran recolectados de 5 a 8 ml de sangre mediante puncion venosa con jeringas de 10 ml, y se

agregaran en tubos con EDTA, cada tubo debera ser identificado con los datos necesarios.

ANEXO V
OBTENCION DEL PLASMA
Material
- Pipetas serol6gicas
- Microtubos
Equipo
- Centrifuga

- Congelador

Procedimiento:

Inmediatamente después de obtener las muestras de sangre, las muestras destinadas para la
extraccion de plasma seran centrifugados 3000 RPM por 15 min a 4 °C. Separar el plasma con una
pipeta seroldgica y transferirlo a un tubo de 1.5 ml para su almacenamiento.

Las muestras de plasma podran ser almacenadas en congelacibn a —-20 °C hasta su

determinacion, a fin de mantener la estabilidad de las mismas hasta que sean procesadas.
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