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Introduccion

El ictus representa hoy en dia en Espaia la segunda causa
de muerte en la poblacion general y la primera en mujeres
(http://www.ine.es/prensa/np703.pdf). Ademas, es la pri-
mera causa de discapacidad fisica en adultos y la segunda
de demencia’.

Sin embargo, y a pesar de las importantes mejoras en
prevencion, diagnostico y tratamiento del ictus que se han
realizado en las Ultimas 2 décadas, la Organizacion Mun-
dial de la Salud prevé un incremento de su incidencia del
27% hasta el 2025%. Se han descrito multiples factores de
riesgo asociados a esta afeccion, aunque a la hora de enten-
der sus causas parece necesario contar con la participacion
tanto de factores externos como de la predisposicion de
cada individuo®. En este sentido, se ha demostrado un com-
ponente hereditario de la enfermedad y la carga genética
desempefiaria un papel muy significativo al respecto®. El
desarrollo tecnologico ha favorecido en los Ultimos anos lle-
var a cabo estudios de genotipificacion masiva, lo que ha
permitido realizar estudios genéticos no sesgados y el des-
cubrimiento de nuevos genes y vias metabodlicas asociadas
al ictus.

Los objetivos de este trabajo son revisar el estado actual
y las perspectivas futuras de la genética en el campo de la
enfermedad cerebrovascular.

Desarrollo
Consideraciones genéticas del ictus

A diferencia de las enfermedades monogénicas, las enfer-
medades complejas se caracterizan por presentar una gran
diversidad etiopatoldgica. Se sabe que la historia familiar
es uno de los factores de riesgo mas importantes en muchas
de las enfermedades complejas, como ocurre en enfermeda-
des cardiovasculares, cancer o enfermedades autoinmunes®.
Esto indica que, a pesar de no tratarse de enfermedades
mono/oligogénicas, existen variaciones genéticas hereda-
das. Se cree que la combinacion de variantes alélicas con
efecto de riesgo pequeno, pero aditivo o multiplicativo y su
interaccion con el ambiente, pueden desempefar un papel
crucial en el desarrollo de una afeccién compleja’®.

En el caso del ictus isquémico, se ha descrito una here-
dabilidad de entre el 30 y el 50%*. Debido a sus multiples
causas, a los numerosos factores de riesgo implicados y
a las diferentes formas de manifestacion, el ictus podria
considerarse como la manifestacion final de multiples enfer-
medades complejas. Aparte de la clasificacion mas simple de
los ictus entre isquémicos y hemorragicos, podemos dife-
renciar varios subtipos etiopatogénicos completamente
diferentes. Varios estudios publicados recientemente han
demostrado la existencia de heterogeneidad genética, en
cuanto a la heredabilidad entre los ictus lacunares, car-
dioembolicos y ateroescleroticos, siendo estos ultimos los
mas fuertemente asociados a historia familiar*”-8,

Lo mismo ocurre en las hemorragias intracerebrales
(HIC), que representan el 15% de todos los ictus. Las vias
patogénicas implicadas en la hemorragia lobar, muy aso-
ciada a la angiopatia amiloide cerebral (AAC), pueden diferir

de forma sustancial con las implicadas en las hemorragias
hipertensivas®'°.

Asi pues, el planteamiento de los estudios genéticos en
el ictus debe contemplar estas particularidades en su disefo
y contar con las dificultades que plantea la investigacion de
una enfermedad heterogénea.

Estudios genéticos de asociacion en enfermedades
complejas. Diferentes técnicas y abordajes

La investigacion sobre las causas genéticas del ictus de
forma global, prescindiendo de aquellas que siguen un
patrén de herencia mendeliana clasica, se fundamenta sobre
todo en los estudios de asociacidon caso-control. Estos se
basan en estudiar la diferente frecuencia de variantes gené-
ticas en enfermos respecto a no enfermos. El estudio de
variantes comunes o polimorfismos de nucledtido simple
(SNP) se basa principalmente en disenos de «candidate-
gene» y de genome wide association, mientras que el
reciente desarrollo de técnicas de secuenciacion completa
del exoma permite estudiar variantes infrecuentes. Otros
abordajes, como el analisis de la variacion de nimero de
copias o el estudio del epigenoma, son tratados también
mas adelante.

Estudios mediante «candidate-gene»

Durante varias décadas, y hasta hace pocos afos, el
abordaje mas extendido fue el de «candidate-gene» o
estudios de gen candidato. Esta aproximacion consiste en
seleccionar aquellos genes que podrian asociarse a una
enfermedad basandose en la fisiopatologia de esta y en las
vias que se supone estan implicadas. Se identifican los SNP
previamente descritos en la zona de estos genes candidatos
a ser analizados y se escogen los mas representativos
(conocidos como TagSNP), generalmente por hallarse en
desequilibrio de ligamiento''. Estos TagSNP candidatos
son genotipificados en una poblacion y, mediante analisis
estadisticos, se determina si existe alguna asociacion entre
las variantes genéticas y el espectro clinico.

Estos estudios presentan varios problemas. Por un lado,
el hecho de que la seleccion de estos genes se sustente en
hipdtesis generadas a priori puede implicar una inclinacion
del investigador a buscar diferencias espurias basadas en sus
ideas preconcebidas. Por otro lado, deja de analizar posibles
genes potencialmente implicados en la enfermedad.

En relacion con los estudios de gen candidato, se han
asociado multiples genes con el riesgo de presentar un ictus
isquémico. Sin embargo, un estudio reciente demuestra que
tras aplicar una correccion estadistica adecuada ajustando
por el nimero de SNP analizados, ninguna de estas posi-
bles asociaciones alcanza la significacion estadistica*. Por
otro lado, ninguno de los resultados obtenidos mediante
este abordaje ha sido replicado posteriormente de forma
clara, por lo que esta aproximacion ha demostrado ser poco
consistente y fiable en cuanto al ictus isquémico® 2.

Aun asi, a través de esta aproximacion se ha demostrado
que mutaciones en los genes COL4A1 y COL4A2 se asocian
a HIC. Los heterotrimeros compuestos por colageno tipo v
alfa 1 (COL4A1) y alfa 2 (COL4A2) son uno de los principales
componentes de casi todas las membranas basales del orga-
nismo y se han asociado a gran nimero de enfermedades
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no solo cerebrovasculares, sino también oculares, renales y
musculares’?. Inicialmente, mediante estudios de herencia
familiar, se encontré que las mutaciones en COL4A1 causa-
ban porencefalia tipo 1, demostrando posteriormente causar
HIC subcorticales, tanto esporadicas como recurrentes, y
también ictus lacunares y leucaraiosis' ¢,

En relacion también con la HIC, se ha demostrado recien-
temente que los pacientes portadores de los haplotipos €2 y
&4 del gen APOE tienen un riesgo mayor de HIC lobar (odds
ratio [OR] 1,82 [IC del 95%, 1,50 a 2,23]; p=6,6 x 10°"0) y
(OR 2,20 [IC del 95%, 1,85 a 2,63]; p=2,4 x 10~ respecti-
vamente), probablemente por el efecto de estas variantes
en el riesgo de desarrollar una AAC". Posteriormente, el
mismo grupo demuestra también que la variante APOE 2 se
asocia a un mayor volumen de la HIC y, como consecuencia
del mayor volumen, a un peor pronéstico funcional y mayor
mortalidad'®.

Estudios de asociacion en genoma completo o genome
wide association studies

El desarrollo de los llamados estudios de asociacion de
genoma completo (GWAS) que permiten determinar la fre-
cuencia alélica de cientos de miles de SNP en casos versus
controles, ha sido posible por 2 grandes motivos. En pri-
mer lugar, por la creacién del International HapMap Project,
que determind caracteristicas, equilibrio de ligamiento y
frecuencias alélicas de los SNP hallados en el genoma de
270 individuos de 4 origenes ancestrales diferentes, con el
objetivo de crear una base genome-wide publica, de acceso
abierto a todos los investigadores®'®. Y, en segundo lugar,
gracias a los importantes avances técnicos y al desarrollo
de plataformas que permiten genotipificar entre 50.000 y
2,7 millones de SNP por individuo a un precio cada vez
menor. Los estudios mediante GWAS representan una forma
mucho mas exhaustiva de estudiar el genoma que los disefios
de gen candidato?. Evitan los sesgos de hipotesis precon-
cebidas y ademas permiten identificar nuevas asociaciones
aun cuando el gen todavia no ha sido implicado en la enfer-
medad, a diferencia de los estudios anteriores. Pero esta
aproximacion conlleva otro tipo de limitaciones. Las 2 prin-
cipales son los grandes tamafos muestrales necesarios en
estos estudios y la dificultad en la interpretacion de los
posibles resultados positivos?'. Ademas, implican la nece-
sidad de realizar estrictos controles de calidad, con el fin
de detectar errores de genotipificacion y valorar la posi-
ble estratificacion de poblaciones?. Esta Gltima se basa en
que hay diferencias en las frecuencias alélicas de un SNP
dependiendo de los origenes étnicos ancestrales de cada
individuo (aunque fenotipicamente sean de la misma etnia).
Asi, se pueden generar resultados falsos si las poblaciones de
casos y controles no son comparables en su origen genético
y, por tanto, es necesario realizar los ajustes pertinentes.
Actualmente, la mejor forma de evitar estas inconsisten-
cias es mediante la replicacion de los resultados obtenidos
en muestras independientes de gran tamano?’. Debido a
la gran cantidad de analisis a realizar (al menos uno por
cada SNP genotipificado), se deben aplicar penalizaciones
estadisticas por comparaciones mdltiples, que obligan a
establecer la significacién en valores de p de hasta 102
(en el caso de analizar un millon de SNP)°. Asi pues, para
alcanzar la potencia estadistica necesaria, estos estudios

requieren aumentar significativamente el nimero de indi-
viduos analizados.

Los primeros resultados relacionados con enfermedades
complejas aparecieron en 2005, descubriendo la implicacion
del complemento H en la degeneracion macular relacionada
con la edad?*. Se han conseguido descubrimientos interesan-
tes en relacion con la diabetes mellitus de tipo 1 (PPARG?,
KCNJ112¢ y TCF7L2%), la artritis reumatoide y la diabetes
mellitus de tipo 2 (PTPN222%?°) y la enfermedad de Crohn
(NOD2%%), entre muchos otros, descubriendo asi un gran
numero de loci implicados en la predisposicion o riesgo de
presentarlas.

En contraposicion a los resultados desalentadores obte-
nidos con otras aproximaciones, varias asociaciones a ictus
isquémicos han sido replicadas consistentemente. Es el caso
de algunas asociaciones descubiertas mediante GWAS para
otras enfermedades asociadas a ictus isquémicos, que han
demostrado ser también factores de riesgo para ictus’'. Asi,
2 variantes, rs1906591 (OR 1,48 [IC del 95%, 1,28 a 1,71];
p=4,7 x107%) y rs7193343 (OR 1,22 [IC del 95%, 1,10 a
1,35]; p=0,00021), en los cromosomas 4q25 y 16q22, en
regiones cercanas a los genes PITX2 y ZFHX3, respectiva-
mente, inicialmente identificadas por contribuir al riesgo
de presentar una fibrilacion auricular, han demostrado tam-
bién asociarse al riesgo de presentar un ictus de etiologia
cardioembolica®>*3.

Se identifico una region en el cromosoma 9p21, préxima
a los genes CDKN2A/B, asociada a infarto de miocardio y
enfermedad coronaria. Examinando posteriormente estos
loci mediante un estudio de gen candidato, se vio la aso-
ciacion del SNP rs1537378 (OR 1,21; [IC del 95%, 1,07-1,37];
p=0,002) con ictus de etiologia aterotrombética®*. Tam-
bién, en relacion con los ictus isquémicos de etiologia
aterotrombotica, una nueva asociacion mediante GWAS ha
sido identificada: el polimorfismo rs11984041 (OR 1,42 [IC
del 95%, 1,28 a 1,57]; p=1,87 x 10~"") en la region del gen
HDAC9 en el cromosoma 7p21.1, aunque se desconoce el
mecanismo patogénico® (fig. 1).

Como asociaciones nuevas, un grupo japonés ha iden-
tificado una relacion significativa entre el polimorfismo
rs2230500 (OR 1,66 [IC del 95%, 1,33 a2,09]; p=9,84 x 1079)
del gen PRKCH en el cromosoma 14 con ictus de etiolo-
gia lacunar, con resultados en replicacion dispares en otras
etnias*3°.

Secuenciacién del exoma

Una de las debilidades de los GWAS es que Unicamente
analizan variantes comunes (frecuencia poblacional > 1%)
y no contemplan las variantes infrecuentes (rare variants).
Es posible que existan mdltiples variantes infrecuentes
que contribuyan al riesgo genético de las enfermedades
complejas. Para intentar identificarlas, se estan des-
arrollando nuevas técnicas de secuenciacion masiva del
exoma o exome sequencing. Estas nuevas técnicas analizan
la presencia de todo tipo de polimorfismos o mutacio-
nes que se encuentren en las regiones codificantes del
genoma, por lo tanto, son capaces de detectar estas
variantes infrecuentes que los estudios de GWAS no
identifican. Se trata de una aproximacion prometedora,
aunque su metodologia esta en desarrollo y todavia estan
por consensuar las formas mas adecuadas de manejar
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Figura 1 Resultados del GWA de las muestras de Reino Unido y Alemania. a) Resultado de todos los ictus isquémicos. b) Ictus
ateroescleroticos. ¢) Ictus lacunares. d) Ictus cardioembolicos. Rodeado por un circulo aparece el nuevo locus HDAC9. Seialados

con una flecha aparecen los loci previamente descritos en la literatura.
Publicado con el permiso de Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics**, copyright 2012.
Adaptada con el permiso de Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics®*, copyright 2012.



564

E. Giralt-Steinhauer et al

Tabla 1

Principales articulos publicados en revista de gran impacto en el marco del International Stroke Genetics Consortium

Autores, ano
de publicacion
y revista

Tipo de ictus
y subtipo

N.° casos/
N.° controles

Cromosoma implicado Conclusion

Gschwendter A.
Annals of
Neurology, 2009

Biffi A. Annals of
Neurology, 2010"7

Lemmens R. Stroke,
2010%2

Biffi A. Lancet
Neurology, 2011'®

ISGC & WTCCC2.
Nature Genetics,
20123

Ictus isquémico.
TOAST:
ateroesclerotico

Hemorragias lobares
e hipertensivas

Ictus isquémico.
TOAST:
cardioembolico

HIC lobares

Ictus isquémico.
TOAST:
ateroesclerotico

1.090/1244 sur

de Alemania
758/872 Reino Unido
Replicacion:
2.528/2.189
Lobares: 931/3744
Profundas:
1.085/3.657

4.199/3.750

Casos: 865 individuos.

Replicacion 1: 946 y
replicacion 2: 214

3.548/5.972
Replicacion:
5.859/6.281

Cromosoma 9 p region
21.3: rs1537378

2 variantes en APOE
cromosoma 19:
rs7412 y rs429358

Variante del
cromosoma 4q25:
rs1906591

2 variantes en APOE,
cromosoma 19:
rs7412 y rs429358

Cromosoma 7p21.1
(rs11984041). Gen
HDAC9

Este locus implicado también
en la Cl se encuentra
relacionado con ictus de
etiologia aterotrombatica

Fuerte asociacion entre
variantes APOE e HIC lobar,
sobre todo en HIC relacionadas
con AAC

Replican la asociacion de la
variante rs1906591 del
cromosoma 4q25 con la FA y el
ictus de etiologia CE. No se
asocia a otros subtipos de ictus
La presencia de alelos APOE &2
se asocia a un mayor volumen
de HIC, probablemente por el
papel del €2 en la severidad de
la vasculopatia por AAC
Replican el locus ya conocido
9p21. Identifican nueva
asociacion en el cromosoma

7p21.1 El mecanismo no se
conoce

AAC: angiopatia amiloide cerebral; CE: cardioembdlico; Cl: cardiopatia isquémica; FA: fibrilacion auricular; HIC: hemorragia intracere-

bral; TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment.

estadisticamente las cantidades ingentes de datos que gene-
ran estos analisis®’.

Estudios de variaciéon en el nUmero de copias

La variacion en el numero de copias o copy number variation
(CNV) es una variacion estructural del genoma, que puede
producirse en forma de (micro) deleciones, duplicaciones
o inversiones, generando un nimero anémalo de copias de
un fragmento del ADN. Esta variacion puede influir tanto
en la expresién como en la conformacion de las proteinas
para las que codifica esa regién®*“°. Poco se ha publicado
hasta la fecha con respecto al ictus. En un estudio con
pacientes con ictus isquémicos no se detectd ninguna CNV
asociada, aunque el tamano muestral era reducido y no
se tuvieron en cuenta los distintos subtipos de ictus*'. Sin
embargo, hay proyectos de genotipificado masivo en marcha
que incluyen en sus plataformas el analisis de multiples CNV.

Epigenética

Otro campo emergente es el de la epigenética, moda-
lidad que estudia los cambios en la regulacion génica
heredables que no afectan a la secuencia del ADN. A
pesar de que el genoma de cada célula de nuestro orga-
nismo es igual, la transcripcion génica en cada tejido
viene regulada por los distintos mecanismos epigenéticos.
Entre los principales, destacan la metilacion del ADN, las
modificaciones en las histonas y el ARN no codificante®.
De estos, la metilacion del ADN es el mas estudiado y

conocido hasta el momento. Los hallazgos mas destacables
se han obtenido en el estudio de la epigenética de tejidos
tumorales. Asi, se ha visto que en el caso del glioblastoma
multiforme la metilacion del gen MGMT inactiva al enzima
O (6)-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT), lo que
se ha asociado a una mejor respuesta al tratamiento
quimioterapéutico con temozolamida. Esta determinacion
es aplicada ya en la practica clinica®®. Actualmente, los
estudios epigenéticos se estan ampliando a otras enferme-
dades, incluido el ictus. Se ha descrito una asociacion entre
el ictus y una hipometilacion global del ADN, aunque esta
en fase de replicacion*. En el marco del Consorcio Espafol
de Genética del Ictus, estan en marcha varios estudios en
este campo de los que todavia no se dispone de resultados.

Escalas de riesgo y algoritmos genéticos (genetic
networks)

De cara a integrar la informacion y la capacidad predictiva
de cada uno de los SNP que se han asociado a un fenotipo,
estan tomando relevancia el disefio de scores y genetic net-
works. Los métodos mas usados para crear estas escalas o
scores genéticos son: mediante la suma de alelos de riesgo
(1 punto por cada alelo presente), o bien mediante un
riesgo ponderado (la puntacion para cada alelo depende de
la razén de oportunidades u OR reportada para ese alelo). En
un estudio muy reciente, se ha demostrado una asociacion
entre un score conformado por alelos de riesgo para hiper-
tension arterial y el riesgo de presentar una HIC profunda®.



Aproximacion al conocimiento de las bases genéticas del ictus. Consorcio espanol 565

Otra forma de englobar el conocimiento es mediante la
creacion de redes o algoritmos*. Un ejemplo, es la red baye-
siana o Bayesian network, una herramienta estadistica que
representa todo un conjunto de variables asociadas teniendo
en cuenta las relaciones de dependencia condicionales que
se establecen entre ellas. Lo que permite este modelo es
estimar la probabilidad de que sucedan las variables no
conocidas en funcion de las que si conocemos. Las princi-
pales ventajas de estas redes bayesianas son, por un lado,
que permiten las inferencias bidireccionales (es decir, de los
efectos a las causas y de las causas a los efectos) y, por el
otro, la rapida actualizacidon de conocimientos®’.

Genomic convergence

En el estudio genético de las enfermedades complejas
esta tomando relevancia el concepto de genomic conver-
gence. Este se fundamenta en sumar y concentrar la
informacion y los datos que aportan cada uno de los dife-
rentes abordajes para alcanzar asi una mayor potencia de
descubrimiento y una mayor solidez en los resultados®.
Como descubrimiento reciente, varios polimorfismos del gen
TTC7B han demostrado conferir susceptibilidad en el ictus
isquémico®.

La creacion de consorcios. Consorcio Espanol
de Genética del ictus (GeneStroke)

A partir de la formacién de grandes consorcios inter-
nacionales, como el Wellcome Trust Case Control
Consortium del Reino Unido, se crea en el ano 2007,
el International Stroke Genetics Consortium (ISGC)
(http://www.strokegenetics.org). Se han identificado
y replicado diversas asociaciones en el marco de este
consorcio (ISGC) (tabla 1) y se han generado varios de los
proyectos, actualmente en marcha, mas ambiciosos en este
campo a nivel mundial.

El Consorcio Espaiol de Genética del Ictus (GeneStroke)
(http://www.genestroke.com), se crea en el ano 2009 con
el objetivo prioritario de estudiar las bases genéticas del
ictus y promover la asociacion entre grupos con intereses
comunes en este campo. GeneStroke ha puesto en marcha
diversos proyectos relacionados con la etiologia, la evolu-
cion y el pronostico del ictus, en los que colaboran distintos
centros. Los detalles de los proyectos y sus participantes se
pueden consultar en su pagina web (www.genestroke.com).

Desde el Consorcio Espafiol de Genética del Ictus se
fomenta el modelo de grandes estudios colaborativos para
afrontar los retos que plantea la investigacion en el campo
de la genética de las enfermedades cerebrovasculares.

Conclusiones

El ictus es, en nuestro entorno, una de las enfermedades
mas prevalentes y con mayor impacto en morbimortalidad.
Presenta una alta heredabilidad, por lo que el conocimiento
de sus bases genéticas podra contribuir a identificar a los
individuos de riesgo y a disefar estrategias de prevencion y
terapias mas eficientes. El estudio de este sustrato genético
deberia ser una prioridad, asi como la colaboracion entre
diferentes grupos y profesionales con el objetivo de realizar

proyectos de alta calidad cientifica que puedan traducirse
en un futuro beneficio para la sociedad.
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