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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECs) constituyen la principal causa de muerte a
nivel mundial, siendo el infarto agudo al miocardio (IAM) la primordial manifestacion de
estas patologias y primera causa de muerte en Venezuela, seguido en tercer lugar por el
accidente cerebrovascular (ACV). Por su parte, la trombosis venosa profunda (TVP),
corresponde a otra de las manifestaciones tromboticas de gran impacto en la salud publica.
Estas enfermedades son producidas en parte, por la alteraciéon en los mecanismos de
coagulacion sanguinea, los cuales van a generar una rapida y fuerte respuesta inflamatoria.
Entre los factores genéticos que pueden aumentar el riesgo a padecer estas enfermedades, se
encuentra el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) ubicado en la regién promotora del gen
TNFA, cuyo proteina codificante, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una
importante citoquina proinflamatoria. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
genotipo para este polimorfismo en pacientes que han sufrido IAM (n=100), ACV (n=73) o
TVP (n=100) e individuos controles (n=100), e investigar su relacion con el desarrollo de
estas patologias. De esta manera, a partir de muestras de sangre periférica total, se realizo el
aislamiento del ADN gendmico y posteriormente, se realizo la genotipificacion para dicho
polimorfismo mediante la implementacion de la técnica de PCR-RFLP. El andlisis de los
resultados mostr6 un incremento en el riesgo de desarrollo de IAM de hasta tres veces en
individuos portadores del alelo de riesgo -308A para este polimorfismo, valor
estadisticamente significativo. Por su parte, no se determind asociacion significativa de
riesgo atribuible para el desarrollo de ACV o TVP. Se concluy6 que la presencia del alelo
de riesgo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA, pudiera estar altamente
relacionado con el desarrollo de IAM vy ser este un marcador a considerar en estudios de perfil
de riesgo genético cardiovascular. En este sentido, la importancia de este estudio se basa en
poder determinar la existencia de un posible aumento en la susceptibilidad génica individual
en poblacion sana para esta patologia, en presencia del alelo de riesgo para el polimorfismo
estudiado, lo cual permitira desarrollar mejores tratamientos, medidas preventivas y reducir

asi, la alta mortalidad de estas enfermedades.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECs), son en la actualidad la principal causa de
muerte a nivel mundial, constituyendo un problema de salud publica y prioridad sanitaria. En
el caso particular de Venezuela, para el 2010, aproximadamente el 21% del total de muertes
fueron debidas al desarrollo de una EC (MPPS, 2012). Entre estas enfermedades, las de tipo
isquémica son las de mayor incidencia, siendo la principal manifestacion el infarto agudo al
miocardio (IAM). Asimismo, las enfermedades vasculares periféricas, como la trombosis

venosa profunda (TVP), presentan un elevado nimero de casos a nivel mundial.

El mecanismo principal causante de las ECs es la aterosclerosis, caracterizada por un
bloqueo parcial o total de la circulacion sanguinea. Las principales arterias sufren una
reduccion de su didmetro interno, generado por la formacion de una placa de ateroma,
ocasionando ademas, el endurecimiento de las arterias y un aumento de la presion arterial. Si
continta el crecimiento de la placa, ésta puede llegar a romper la capa de células endoteliales
y activar el proceso de coagulacion sanguinea, conllevando a la formaciéon de un trombo
arterial, que dependiendo en donde se produzca, puede generar en ultima instancia el
desarrollo de complicaciones clinicas como un IAM, accidente cerebrovascular (ACV),

trombosis, entre otros.

Otro mecanismo que puede conllevar al padecimiento de algin tipo de EC, es la
induccion anormal de la coagulacion sanguinea. Si se producen eventos de coagulacion
sanguinea de manera descontrolada, se van a generar trombos en diferentes vasos sanguineos,
ya sean en arterias o venas, que también pueden generar la obstruccién de las mismas.
Sumado a ello, como un evento secundario, el desprendimiento de uno de estos coagulos, por
ejemplo en una vena del cuerpo, puede traer en consecuencia el desarrollo de un
tromboembolismo pulmonar (TEP), obstruyendo el paso de sangre y disminuyendo la

cantidad de oxigeno y de nutrientes transportado (Fox y Kahn, 2005).

Debido a la alta incidencia de estas enfermedades a nivel mundial, ha sido de gran
importancia conocer las causas que puedan conllevar al padecimiento de estas patologias,
con el fin de poder prevenirla y mejorar la calidad de vida de las personas. Entre los diferentes

factores de riesgo que han podido ser asociados, se tienen aquellos de tipo modificables como



el tabaquismo, la obesidad, el sedentarismo, el estrés, entre otros; y aquellos no modificables
o propios del individuo como la edad, el sexo, el origen étnico y en general las variantes de
tipo genético que involucran los antecedentes familiares con riesgo de EC (Mitchell y col.,

1996).

Actualmente, es bien sabido que muchas ECs, como el IAM, tienen un componente
hereditario importante. En la ultima década se ha buscado identificar aquellos genes
candidatos, cuyas alteraciones génicas codifiquen productos proteicos alterados responsables
de un aumento del riesgo de sufrir estas patologias, lograndose avances significativos gracias
a los adelantos en la biologia molecular. Ello, ha permitido el estudio cada vez mas preciso
de aquellos cambios en la secuencia de ADN que pudiesen tener un efecto perjudicial en el

individuo (Casas y col., 2006).

Algunos de los estudios realizados se han enfocado en el analisis de genes candidatos
relacionados con la produccién de citoquinas, debido a que los procesos inflamatorios juegan
un papel importante en los mecanismos de coagulacion y de formacion de la placa de
ateroma. Algunas de las citoquinas mas estudiadas han sido la interleuquina 1 (IL-1), la
interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); debido a su papel
importante como proteinas reguladoras y activadoras de numerosas rutas de sefializacion

celular (Goldsby y col., 2001).

Especificamente el TNF-a, es conocido por ser una potente citoquina con un amplio
rango de actividades pro-inflamatorias. Este, es producido principalmente por los monocitos
y los macrdfagos, aunque células como los linfocitos T y B también producen cantidades
significativas de esta proteina (Wilson y col., 1997). Entre las diferentes funciones, esta
citoquina presenta un efecto citotoxico, ademas de inducir la transcripcion y la secrecion de

otras citoquinas pro-inflamatorias como la IL-6 (Wilson y col., 1997).

Debido a que la EC es una enfermedad multifactorial compleja asociada a un proceso
inflamatorio crénico, cuya génesis y desarrollo pudiese estar acompafiado de un componente
genético importante, muchos estudios se han abocado a la identificacion de polimorfismos
genéticos y sus respectivos alelos de riesgo, en el gen que codifica para la proteina TNF-a.
En este sentido, se han identificado diversos polimorfismos asociados a este gen, siendo uno

de los mas estudiados el encontrado en la region promotora proximal, especificamente en la
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posicion -308 (rs1800629), en donde se produce el cambio de una guanina G (alelo normal)
por una adenina A (alelo mutado). Entre ellos, la presencia del alelo mutado A ha sido
asociado con un aumento en los niveles transcripcionales del gen y en los niveles de esta
proteina; y en consecuencia, a una mayor respuesta inflamatoria por parte del organismo,

siendo considerado como el alelo de riesgo (Wilson y col., 1997).

Es por ello, y con el fin de determinar la susceptibilidad genética individual asociada
con el desarrollo del IAM, ACV y/o TVP como principales manifestaciones clinicas de las
ECs, en el Laboratorio de Genética Molecular Humana B de la Universidad Simoén Bolivar
se estan investigando las principales alteraciones genéticas en diversos genes candidatos y su
relacion con diferentes patologias tromboticas en la poblacion venezolana. Especificamente,
este trabajo tuvo como objetivo principal, determinar los genotipos para el polimorfismo -
308 G>A (rs1800629) en la region promotora proximal del gen TNFA mediante la
implementacion de la técnica de PCR-RFLP, en una muestra de la poblacion constituida por

pacientes diagnosticados con IAM, ACV, TVP e individuos controles sanos.



II. ANTECEDENTES
2.1 Enfermedades Cardiovasculares (ECs)

Las enfermedades cardiovasculares (ECs) son aquellas que afectan al sistema
circulatorio, caracterizdndose por ser de etiologias diferentes y localizacion diversa,
incluyendo los vasos sanguineos (venas y arterias), la sangre y el corazon. Estas
enfermedades pueden clasificarse principalmente en 3 tipos fundamentales: 1) las
enfermedades isquémicas del corazén, 2) las enfermedades cerebrovasculares, 3) las
enfermedades cardiovasculares periféricas; siendo las dos primeras las que representan la

principal causa de muerte asociada a EC (Corella y Ordovas, 2007).

Las enfermedades isquémicas del corazon son debidas al estrechamiento progresivo
de las arterias coronarias, causado por la formacion de una placa de ateroma. La obstruccion
total de la arteria conlleva a la interrupcion del flujo de sangre o isquemia; por lo que, si este
estado persiste en el tiempo, el tejido cardiaco muere dando lugar a una zona de necrosis o

infarto (Corella y Ordovas, 2007).

Las enfermedades cerebrovasculares, se deben a alteraciones de la circulacion
sanguinea del cerebro, siendo clasificadas en isquémicas o hemorragicas. Las enfermedades
cerebrovasculares de tipo isquémica se caracterizan por la reduccion del flujo sanguineo que
llega hacia alguna zona del cerebro, pudiendo generar dafos irreversibles a este 6rgano. Por
su parte, las de tipo hemorragica se producen por una extravasacion de la sangre hacia el

tejido cerebral debido a la ruptura de un vaso (Corella y Ordovas, 2007).

Por ultimo, las enfermedades vasculares periféricas afectan a las arterias o a las venas
que irrigan a los miembros superiores (brazos) o miembros inferiores (piernas). Ello, se debe
principalmente a la formacion de coagulos o trombos anémalos en las paredes internas de los
vasos sanguineos, conllevando a un estrechamiento de los mismos y a un aumento de la

presion sanguinea, lo cual puede producir la isquemia (Corella y Ordovas, 2007).



2.1.1 Infarto agudo al miocardio (IAM)

El infarto agudo al miocardio se define como la muerte del musculo cardiaco
(miocitos cardiacos), debido a una isquemia prolongada, provocada en la mayoria de los
casos por una oclusion de las arterias coronarias (arterias que irrigan el corazon y con ello,
la reduccion del flujo de oxigeno al 6érgano, ocasionando el cese de la actividad cardiaca

(Boersma y col., 2003).

La principal causa asociada a la obstruccion de las arterias coronarias es la
aterosclerosis, mecanismo fisiopatologico el cual conlleva poco a poco la reduccion de la luz
del vaso, hasta llegar a obstruirlo completamente. Por su parte, la activacion inapropiada de
la cascada de coagulacion, en conjunto con la respuesta inflamatoria, incrementan la rapidez
en que se produce la aterogénesis. En este sentido, un espasmo coronario, un émbolo o la

ruptura de la arteria coronaria puede ocasionar un IAM (Havey y Chew, 2008).

Con el fin de identificar la presencia de un IAM, la organizacién mundial de la salud
(OMS), ha definido que un IAM ocurre cuando al menos dos de estos tres eventos ocurren:
dolor en el pecho, aumento en la concentracion de creatina quinasa-MB en suero y un analisis
de electrocardiograma positivo para esta patologia; lo que hace posible que en la mayoria de
los casos se dé un diagndstico rapido y un tratamiento efectivo. Ahora bien, en muchos de
los casos si el dafio al musculo cardiaco es muy grave, puede traer en consecuencia la muerte

del paciente (Boersma y col., 2003).



Arteria
coronaria
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la interrupcion del
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Figura 1. Representacion de un infarto agudo al miocardio producto de la obstruccion de la
arteria coronaria [Tomado y modificado de: http://reddesaludiam.blogspot.com/].

2.1.2 Accidente cerebrovascular (ACV)

El accidente cerebrovascular (ACV), es una EC, que se produce por el deterioro o
dafio neuroldgico debido a la reduccion del flujo sanguineo cerebral, y se caracteriza por

aparecer de manera repentina (Crepeau y col., 2005).

El ACV puede dividirse en dos tipos dependiendo del mecanismo responsable por el
cual este se produce (Figura 2). Por un lado, el ACV isquémico es generado por un flujo
sanguineo inadecuado a una zona especifica del tejido cerebral, provocando un area de infarto
cerebral (Figura 2.A). Por otro lado, el ACV hemorrégico es producido por una extravasacion
sanguinea en el parénquima cerebral o en el espacio subaracnoideo, generando la lesion o

desplazamiento de las estructuras cerebrales (Figura 2.B) (Velez y col., 2002).

El desarrollo de esta enfermedad es principalmente ocasionado por la obstruccion
vascular debido generalmente a la formacion de un trombo sanguineo generado en alguna
arteria del cerebro, que puede ademds estar superpuesto a una placa aterosclerdtica,

reduciendo el flujo sanguineo. Sin embargo, la obstruccion de la vasculatura cerebral puede



deberse a un émbolo (fragmento de coagulo sanguineo que viaja por el torrente sanguineo),
el cual al detener el flujo de sangre, causa la liberacion de este en el cerebro por presion
capilar y arteriolar, causando la disfuncién o muerte de un area especifica del cerebro

(Crepeau y col., 2005).

Isquemia (infarto)

Hemorragia

Figura 2. Tipos de accidente cerebrovascular (ACV). A) Representacion esquematica de un ACV
del tipo isquémico. B) Representacion esquematica de un ACV del tipo hemorragico [Tomado y
modificado de: http://www.companiamedica.com/images/ataque cerebrovascular2.jpg].

2.1.3 Aterosclerosis

La aterosclerosis se define como un proceso cronico e inflamatorio que se produce en
respuesta a diferentes formas de dano al endotelio vascular, 6rgano de gran importancia para
el mantenimiento y regulacion del sistema cardiovascular. Debido a ello, si el tejido
endotelial entra en un estado de disfuncion, producto de la accion de diferentes factores, ello
se convierte en el principal iniciador del proceso aterosclerotico (Chechi y col, 2006). La
aterosclerosis estd caracterizada por el engrosamiento de las paredes arteriales, ocasionado
por la acumulacion de lipidos en la zona del subendotelio, formandose la llamada placa de
ateroma. Esta, crece de manera progresiva disminuyendo el diametro del lumen vascular,

reduciendo el flujo sanguineo normal a los organos vitales como el corazén y el cerebro,


http://www.companiamedica.com/images/ataque_cerebrovascular2.jpg

ademas de ocasionar una pérdida de elasticidad, engrosamiento y endurecimiento arterial

(George, 2010).

En determinadas circunstancias estas placas de ateroma pueden fracturarse,
haciéndolas mas fragiles y vulnerables. Esto puede conllevar a la formacion de una trombosis
arterial, como evento secundario producto de la activacion de los factores de coagulacion
sanguinea y formacién de un coagulo o trombo alrededor de los depositos de la placa,
disminuyendo aun mas la luz arterial y el flujo sanguineo. Adicional a ello, este coagulo
puede llegar a desprenderse y viajar libremente por el torrente sanguineo hasta llegar al
corazdn, el cerebro o los pulmones, y obstaculizar arterias de menor didmetro o tamaio,
llegando a ocasionar un infarto agudo del miocardio (IAM), un ACV o una embolia

pulmonar, respectivamente (Tousoulis y col., 2003).

De esta manera, la aterosclerosis se define como un proceso progresivo, resultante de
un conjunto de eventos patologicos que siguen a la disfuncion del endotelio. Entre estos
eventos se destacan: la adhesion y penetracion de los monocitos a la pared del vaso, la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) e incorporacion de las LDL-oxidadas
(LDL-0x) por los macrofagos; con la subsiguiente formacion de las células espumosas.
Adicionalmente, este proceso viene acompafnado por la generacion de citoquinas y factores
de crecimiento, migracion y proliferacion de células del musculo liso vascular (VSMC, por
sus siglas en inglés: Vascular Smooth Muscular Cells) y la lesién vascular por la formacion
de una placa fibrosa. Esta placa fibrosa puede complicarse generando el desarrollo de
hemorragias, necrosis, calcificacion, ulceraciones o trombosis producto de su ruptura;
conllevando a una serie de manifestaciones clinicas, entre ellas el IAM y el ACV isquémico

(Ruef'y col., 1999).

Cuando los niveles plasmaticos de LDL son saturantes (Figura 3), traec como
consecuencia la acumulacion de estas lipoproteinas en el espacio subendotelial, en donde
pueden ser oxidadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por las células
endoteliales, las VSMC y los macrofagos (Vega, 2006). Una vez que estas lipoproteinas son
oxidadas, las LDL-ox son fagocitadas avidamente por los macréfagos, los cuales no

reconocen las LDL nativas, sino aquellas que se han visto modificadas, dando origen a la



produccion de las células espumosas, producto de esta incorporacion ilimitada de las LDL-

ox (Bird y col., 1999).

La acumulacion de células espumosas comienza a generar un ligero engrosamiento
en la zona subendotelial cubierta de endotelio intacto, lo cual se conoce como estria grasa. Si
persisten las agresiones cronicas de estimulos aterogénicos, se puede llegar a la formacion
de una placa de ateroma bien estructurada (Figura 3). De esta manera, la cantidad de lipidos
continua aumentando, asi como la acumulacion de estos por parte de las células espumosas,
hasta que se produce la lisis de éstas, liberando su contenido al espacio extracelular. Esto
ultimo, desencadena una fuerte respuesta inflamatoria, conllevando a la liberacién de
diferentes proteinas, como citoquinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento y de
agregacion plaquetaria; ademas de inducir la infiltracion de células de la musculatura lisa a

esta placa de ateroma (Figura 3) (Rodriguez y col., 2009).

Wlula

Espumosa |

Figura 3. Evolucion de la placa de ateroma. 1) Migracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
al espacio subendotelial, 2 y 3) Proceso de oxidacion de las LDLs, 4) Migracion de monocitos al
espacio subendotelial 5) Incorporacion de las LDL-ox por los macréfagos, 6) Formacion de las células
espumosas, 7) Formacion de la placa de ateroma, con la presencia de infiltraciones de VSMCs
[Tomado y modificado de: Rodriguez y col., 2009].



La progresion del proceso aterosclerdtico conlleva a la obstruccion parcial o total de
la arteria. Si este evento se produce en alguna de las arterias principales que irrigan al 6rgano
cardiaco, dejando al mismo privado de oxigeno y nutrientes para su funcionamiento y
supervivencia, se produce la muerte de las células cardiacas, generandose un IAM, evento el

cual puede conllevar como consecuencia ultima a la muerte del individuo.

2.1.4 Trombosis

La trombosis en un trastorno vascular que ocurre cuando se da la formacion de un
trombo, por efecto de la activacion inapropiada del sistema hemostatico, en que los procesos
procoagulantes superan considerablemente los de tipo anticoagulante, provocando la
obstruccion total o parcial del interior del vaso sanguineo, ya sea una arteria o una vena

(Quezada, 2001).

Al crecer el trombo o coagulo sanguineo anormal, puede ocluir el vaso sanguineo y
provocar la muerte de los tejidos abastecidos por ¢1. Ademas, puede desprenderse una porcion
del trombo (émbolo); y desplazarse por el torrente sanguineo y alojarse en vasos de menor
tamafio obstruyendo el flujo continuo de sangre, provocando un embolia o tromboembolia,
causando la muerte del tejido (Mckenzie, 1999). Estos trombos se pueden desarrollar en
arterias (trombosis arterial) y se caracterizan principalmente por presentar una coloracién
blancuzca debido a la presencia de células del sistema inmune como leucocitos y macrofagos,
que se originan por la disfuncion endotelial e interaccion de este tejido con las plaquetas. Asi,
los trombos arteriales estdn constituidos principalmente por plaquetas y fibrina, pudiendo
quedar también atrapados leucocitos y eritrocitos (Figura 4.A). En el caso de la formacion de
trombos en venas (trombosis venosa), estos se caracterizan por presentar un color rojizo,
debido a la presencia de una gran cantidad de eritrocitos atrapados entre la red de plaquetas

y fibrina (Figura 4.B).

La trombosis venosa que presenta significancia a nivel clinico se denomina
Trombosis Venosa Profunda (TVP), la cual ocurre principalmente en las venas proximales
de los miembros inferiores, y ocasionalmente, en los miembros superiores (Quezada, 2001).

Las complicaciones principales de la TVP son las embolias o coagulos procedentes del
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sistema venoso. En este sentido, los émbolos producidos en las venas profundas de los
miembros inferiores, pueden desplazarse a través de las venas més grandes del cuerpo hasta
llegar al corazon y alcanzar la circulacion pulmonar, obstruyendo los vasos de este y

causando un tromboembolismo pulmonar (TEP).

Torrente sanguinges

Codgulo sanguineo

B

Figura 4. Representacion grafica de las diferencias entre un trombo arterial y un trombo
venoso. A) Se observa un coagulo en una arteria, donde se indican a su vez 1) la pared arterial, 2)
zona obstruida por la placa de ateroma, 3) zona obstruida por el coagulo haciendo mas lento el flujo
de sangre. B) Se observa un segmento de una vena en donde se esta produciendo un coagulo de sangre
alrededor de una valvula

[Tomado de: http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp imagepages/9326.htm].

2.2 Relacion entre los procesos de coagulacion sanguinea e inflamacion

La respuesta inflamatoria, estd altamente relacionada con la formacion de la placa de
ateroma y con la activaciéon de la coagulacion sanguinea. Al producirse la disfuncion
endotelial, se activa el sistema inmunologico y comienza la liberacion de un gran nimero de
citoquinas que favorecen la adhesion de los monocitos e incrementan el paso de estos al
espacio subendotelial, permitiendo la formacion de la placa de ateroma y conllevando al
padecimiento de la aterosclerosis (Frostegard, 2013). Debido a ello, existe una relacion
estrecha entre la respuesta inflamatoria y la coagulacion sanguinea (Figura 5), producto a que

la activacion de la coagulacion después de un dafio endotelial, siempre viene acompafiado de
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una rapida activacion de sistema inmune y junto a ésta, a una fuerte respuesta inflamatoria

(Thijs, 2000).

Los mecanismos que conllevan a la coagulacion y al proceso inflamatorio estan
regulados entre si, ya que la liberacion de determinadas proteinas que inducen inflamacion,
también promueven la coagulacion sanguinea; otras proteinas pueden a su vez estimular los
mecanismos de fibrinolisis, credndose asi una red de regulacion intrincada entre estos

mecanismos fisiologicos (Figura 5) (Opal, 2003).

Los principales mediadores en los procesos de coagulacion inducida por inflamacion
son las citoquinas pro-inflamatorias, siendo de gran importancia la interluquina 6 (IL-6) en
la iniciacion de los procesos coagulantes, asi como del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) y de la interluquina 1 (IL-1) en la regulacion de los procesos de coagulacion y fibrindlisis
(Figura 5). Otra proteina central en la interaccidon entre estos tres procesos (inflamacion,
coagulacion y fibrindlisis) es el factor tisular (FT), proteina producida principalmente por las
células endoteliales y que entra en contacto con la sangre circulante al momento de algin
dafio en el tejido, siendo esta proteina la principal iniciadora de los procesos coagulantes,
culminando con la deposicion de fibrina y formacion del coagulo sanguineo. Por su parte, la
expresion del FT depende en gran medida de la producciéon de IL-6, adicional a ello, estas
interleuquinas pro-inflamatorias estan asociadas con la regulacion negativa del receptor de
la proteina C y la trombomodulina, siendo estas proteinas importantes factores
anticogualantes (Figura 5). De esta manera, se tiene que células inflamatorias van a modular
la activacion de los procesos inflamatorios y a su vez los de coagulacion sanguinea, ya sea
por induccion del proceso procoagulante o represion del proceso fibrinolitico (Figura 5) (de

Levi y van der Poll, 2005).
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Figura 5. Relacion entre los procesos de inflamacion, coagulacion y fibrindlisis. Se muestran las
diferentes proteinas propias de cada uno de los tres procesos; asi como su influencia ya sea activadora
o inhibitoria sobre los otros [Tomado y modificado de: de Levi y van der Poll, 2005].

2.2.1 Hemostasia y proceso de coagulacion sanguinea

La hemostasia es el proceso que permite la formacion de la barrera contra la pérdida
de sangre y que ello ocurra tinicamente en el sitio de la lesion. La masa que forma esta barrera
es conocida como tapdn hemostatico o codgulo sanguineo, el cual se forma por la activacién
del proceso de coagulacion sanguinea (Gaudens, 1984; Mckenzie, 1999). Si el dafio al vaso
sanguineo es producido Unicamente en el interior de la pared, se activardn los mismos
mecanismos, produciendo la misma masa solida e insoluble, denominada trombo pero ahora

en el interior del vaso, generandose una trombosis.
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El proceso hemostatico se produce en tres etapas principales denominadas:
hemostasia primaria, hemostasia secundaria y fibrinolisis. En la hemostasia primaria, se da
la interaccion entre las plaquetas y el endotelio del vaso lesionado, formandose un tapon
plaquetario o tapon hemostatico primario, el cual sirve para detener temporalmente la
hemorragia (Mckenzie, 1999). Una vez formado el tapon primario, comienzan a actuar una
serie de proteinas plasmaticas, las cuales van a intervenir en la formacion del coagulo y otras
en la disolucion del mismo. Asi, las primeras proteinas van a contribuir a la deposicion de
fibrina sobre el tapon plaquetario primario, con lo que este se hace mas fuerte y estable, para
luego dar inicio a la segunda etapa de coagulacidon, conocida como hemostasia secundaria.
Por ultimo, aquellas proteinas que intervienen en la disolucion del coagulo se van a ocupar

de la ultima fase de la coagulacion, denominada fibrinolisis (Gaudens, 1984).

Durante la segunda etapa de la coagulacion, se van a activar diferentes proteinas que
van a permitir la formacion del codgulo insoluble. En los afios 60 se habia planteado un
modelo de coagulacion, denominado cascada de coagulacion sanguinea, proceso segin el
cual, la accion secuencial de diferentes proteinas iban a conllevar a la transformacion del
fibrindgeno soluble a fibrina insoluble (Sword y Mann, 2000). Hoy en dia, se ha planteado y
aceptado un nuevo modelo denominado modelo celular de la coagulacidn, el cual explica que
la coagulacién ocurre, no por una serie de reacciones en cascada, sino en tres etapas
superpuestas, en las cuales se enfatizan la importancia de receptores celulares especificos

para las proteinas coagulantes (Hoffman y Monroe, 2001).

El modelo celular de la coagulacion (Figura 6), se fundamenta en tres etapas, la
primera conocida como iniciacion, se lleva a cabo en las células portadoras del factor tisular
(FT), y si el estimulo coagulante es suficientemente fuerte se inicia la generacion de trombina
por el complejo FT/Facto VIII (F7); ademas de activarse los factores V, IX y XI que van a
iniciar la segunda etapa (Hoffman y Monroe, 2001). La segunda etapa, conocida como de
amplificacion, ocurre en la superficie plaquetaria, en donde, tras la activacion de las plaquetas
por la trombina generada en la fase de iniciacion, se expresan en la superficie fosfolipidos de
carga negativa, los cuales sirven de base para la activacion del Factor X (F10) y una mayor
sintesis de trombina; ademas, se da la activacion del Factor VIII (F8) y de otros factores. Por

ultimo, en la fase de propagacion, se da la formacion del complejo F8a/F9a (complejo
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“tenasa”) y el complejo F5a/F10a (complejo “protombinasa”), los cuales se ensamblan en la
superficie de las plaquetas y se comienzan a generar altas cantidades de trombina, lo que
resulta en la activacion del fibrindgeno y polimerizacion de los mondmeros de fibrina
(Hoofman y Monroe, 2001; Carrillo y col., 2004). Seguida a la formacion del tapén
hemostatico secundario a través de la deposicion de fibrina, y el cumplimiento de su
respectivo rol en la reparacion del tejido dafiado y restablecimiento del flujo sanguineo, se
activa un ultimo mecanismo conocido como fibrindlisis, que llevara a cabo la disolucién del

coagulo y remocion de la fibrina que lo compone.
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Figura 6. Modelo celular de la coagulacion sanguinea. Se pueden distinguir las tres etapas del
modelo de coagulacion. En la fase de iniciacion ocurre la union del entre el FT y el F7, el cual genera
la formacion del F10 y F11. En la fase de amplificacion se produce la activacion plaquetaria y la
activacion de los factores 5,8 y 11 en la superficie de estas. Por tltimo, en la fase de amplificacion se
da el ensamblaje de los complejo “tenasa” y “protrombinasa”, activando asi la secrecion de trombina
necesaria para la generacion de fibrina [Tomado y modificado de: Hoffman, 2013].
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2.2.2 Proceso de inflamacion

La inflamacién es una respuesta fisiologica a una variedad de estimulos como lo son
infecciones o el dafio a algin tejido. En general, una respuesta inflamatoria aguda ocurre de
manera rapida y con una duracién corta. La respuesta inflamatoria esta generalmente
acompafiada por una respuesta sistémica del organismo, caracterizada por una alteracion
rapida de los niveles de varias proteinas plasmaticas. En algunas enfermedades, una respuesta
inmune prolongada puede generar una respuesta inflamatoria crénica, que normalmente

genera diferentes consecuencias patoldgicas (Goldsby y col., 2001).

En la respuesta inflamatoria se encuentran involucradas un gran nimero de proteinas,
especificamente la familia de las quimioquinas y de las citoquinas (Tabla 1). Las
quimioquinas son una superfamilia de pequefios polipéptidos, que usualmente estan
relacionados con los procesos de adhesion, quimiotaxis y activacion de muchos tipos de
leucocitos, por lo que son reguladores del trafico leucocitario. Una gran variedad de tejidos,
ya sean de tipo linfoide o no linfoide, son capaces de producir estas proteinas usualmente
relacionados con la iniciacion o progresion de la respuesta inflamatoria (Goldsby y col.,

2001).
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Tabla 1. Clasificacion de quimioquinas y citoquinas

IL-8 Atraccion de
neutrofilos
Inhibicién de la

B-trombomodulina .
coagulacion

GRO-a Estimulo de quimiotaxis
MCP-1 Atraccion de monocitos
Induccidn de la sintesis
TNF-a de citoquinas pro-
inflamatorias
Pro- IL-6 Activacidn de células
inflamatorias inflamatorias

Induccidn d la sintesis

IL-1 de moléculas de
adhesion
IL-2 Induccion de la sintesis
e de interferdn
inflamatorias IL-4 Inhibicidn de la sintesis
de citoquinas pro-
IL-10

inflamatorias

Por su parte, las citoquinas son otra superfamilia de proteinas de bajo peso molecular
con funciones del tipo reguladoras, las cuales pueden ser divididas en base a su funcion en el
proceso inflamatorio como citoquinas anti-inflamatorias o citoquinas pro-inflamatorias. Una
de las principales citoquinas anti-inflamatorias es la interluquina 10 (IL-10), la cual se
encarga de mantener la respuesta inflamatoria controlada, para que la misma no genere dafos
adversos al organismo (Montoya, 2004). Por el contrario, las citoquinas pro-inflamatorias,
inducen la activacion de la respuesta inflamatoria, activando al sistema inmunolégico y el
endotelio vascular, aumentando asi la permeabilidad vascular (Goldsby y col., 2001). Una de
las principales citoquinas pro-inflamatorias es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), de

interés principal en este trabajo, el cual se describira detalladamente mas adelante.
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2.3 Factores de riesgo asociados al desarrollo de las ECs

Las ECs son patologias de tipo multifactorial, que se producen por la interaccion entre
un gran nimero de factores. Estos pueden ser de tipo no modificables, como lo son la edad,
el sexo del individuo, su origen étnico; los de tipo ambientales o modificables como el
tabaquismo, obesidad, sedentarismo y estrés. Por otra parte, se ha determinado que existe un
componente genético asociado con un aumento del riesgo de padecer algunas de estas

enfermedades.

2.3.1 Factores ambientales o modificables

Existen una gran cantidad de factores asociados con el desarrollo de las ECs que
pueden ser adquiridos por el individuo a lo largo de su vida. Entre los mas importantes se
encuentran la hipertension arterial (HTA), hiperlipidemia (altos niveles de colesterol total,
colesterol del tipo LDL y bajos niveles del colesterol de tipo HDL), tabaquismo, diabetes
mellitus, obesidad, sedentarismo, alcoholismo, entre otros. Estos factores producen diferentes
efectos adversos en el organismo como la estimulacion de procesos inflamatorios, la
disminucién en la disponibilidad del 6xido nitrico (NO), la disfuncion del endotelio, estrés
oxidativo, aumento en los niveles de LDL y disminucidn en los niveles de HDL, entre otros;
los cuales, en primera instancia, podrian llevar a un evento aterosclerdtico, y como
consecuencia clinica final el desarrollo de una trombosis (arterial o venosa), y en
consecuencia aun IAM, ACV o TVP. Cabe destacar, que la aparicion de estos factores puede
darse individualmente o de manera simultanea, pero los mismos no son determinantes para
el desarrollo de estas patologias. Ahora bien, la combinacion de éstos con otros factores de
riesgo como los de tipos genético, pueden aumentar significativamente el riesgo a padecer

estas enfermedades (Mitchell y col., 1996).
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2.3.2 Factores genéticos

Debido a que existen muchas enfermedades a las cuales no se les puede vincular
completamente con la presencia de factores de tipos modificables o no modificables, asi
como a la presencia de algin organismo patogénico, el interés del hombre por el estudio del
genoma humano ha crecido significativamente, con el fin de encontrar respuestas a diferentes
interrogantes respecto al origen y desarrollo de diversas patologias. En los ultimos afos, el
estudio de la genética humana ha dado grandes pasos, gracias al conocimiento, cada vez mas
profundo, de la secuencia del genoma humano; asi como el desarrollo de técnicas cada vez
mas sofisticadas en el campo de la biologia molecular. En la actualidad se han sugerido
numerosos genes candidatos, en los cuales la presencia de diferentes alteraciones, o alelos de
riesgo, pudieran estar relacionados, al menos en parte, con el desarrollo de las ECs. Esto ha
sido atribuido, como ya se mencion6 anteriormente, al hecho de que los factores de riesgo
clasicos no son capaces de explicar mas del 30-50 % de los casos con presencia de EC, y/o a
la aparicion de multiples casos sin la presencia aparente de alguno de estos factores de riesgo

denominados cléasicos (Navarro, 2003).

En la tltima década numerosos estudios de tipo genético y clinico, han sido realizados
con el fin de encontrar factores de riesgo genéticos, asociados a un aumento en la
susceptibilidad genética individual, con los que se pueda comprender y determinar la
fisiopatogénesis de estas enfermedades. Asi, la cantidad de genes propuestos como
candidatos es cada vez mayor, aunque en una gran parte de los casos, la relacion entre
variantes en estos genes con el desarrollo de la enfermedad atin no ha podido ser probada de
manera contundente. Ello podria deberse a la diferencia existente entre las diversas
poblaciones o por el limitado nimero de muestras para la realizacion de estos estudios en

algunos de los casos (Ginsburg, 2005).

Entre los genes propuestos como candidatos para el desarrollo de la EC, cuyas
alteraciones proteicas o enzimaticas pudieran estar asociados a la presencia de una variante
genética y debido a la estrecha relacion existente entre ambos procesos fisioldgicos, se
encuentran por un lado, aquellos genes que codifican para proteinas relacionadas con la
coagulacion sanguinea, cuyas alteraciones génicas estén asociadas a un estado de

hipercoagulabilidad (factores de la coagulacion: F5, F7 y el F1 o fibrindgeno, entre otros).
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Por otro lado, se tienen los genes que codifican para proteinas inflamatorias, entre ellas, la
interleuquina 6 (IL-6) o el TNF-a, cuyas alteraciones génicas pudiesen estar asociadas a una

respuesta pro-inflamatoria exacerbada.

Entre las proteinas antes mencionadas y la de principal interés ente trabajo, se
encuentra el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), una citoquina pro-inflamatoria de gran
importancia tanto para el progreso de los procesos ateroscleréticos como los mecanismos de
coagulacion sanguinea, por ser una de las citoquinas primarias en la respuesta inflamatoria
(Dvorkin y col. 2010). Debido a ello, ha sido de gran inter¢s, la busqueda e identificacion de
variantes genéticas o polimorfismos (variaciéon en la secuencia de ADN en un lugar
determinado en mas del 1 % de los individuos de una poblacion) en el gen que codifica para
esta proteina, cuyos alelos pudiesen estar asociados con un aumento en la produccion de la
misma en el individuo; y su relacion con una respuesta inflamatoria exacerbada o crénica
aumentando la susceptibilidad de desarrollo de enfermedad trombotica (Goldsby y col.,

2001).

2.3.2.1 Polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen que codifica para el factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a, es una potente citoquina con un amplio rango de actividades pro-
inflamatorias. Este factor es producido a partir de un precursor denominado TNF-a de
transmembrana (tm-TNF), el cual se expresa en la superficie de la membrana celular de
células del sistema inmune como los macrdéfagos y los linfocitos en su estado activado. El
precursor tm-TNF, es un péptido formado por 233 aminoacidos (26 KDa), que luego de ser
procesado por la enzima TACE (por sus siglas en inglés: TNF-o —Converting Enzime), da
origen a la formacion de una forma soluble del TNF-a (sTNF) formada por 157 aminoécidos
(17 KDa) la cual va a unirse posteriormente a los receptores de TNF (TNF-R). Por su parte,
la proteina SPPL2b (por sus siglas en inglés: Signal Peptide Peptidase-Like 2b), va a actuar
liberando el resto intracelular del tm-TNF, siendo posteriormente translocado al nucleo, en
donde servira como mediador de la expresion de otras citoquinas. (Figura 7) (Horiuchi y col.,

2010).
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Figura 7. Proceso de formaciéon del TNF-a. Formacion del TNF-a soluble (sTNF) a partir de su
precursor el TNF-a Transmembrana (tm-TNF), mediado por la proteina TACE (por sus siglas en
inglés: TNF-a —Converting Enzime). TNF-R1: Receptor de TNF de tipo 1; TNF-R2: Receptor de TNF
de tipo 2; SPPL2b: Péptido de sefial tipo peptidasa 2b [Tomada y modificada de: Horiuchi y col.,
2010].

Con respecto a las funciones atribuidas a la citoquina pro-inflamatoria TNF-a se tiene
la inducciéon de la apoptosis y proliferacion celular; asi como la produccion de otras
citoquinas pro-inflamatorias como la interleuquina 2 (IL-2). Esta ultima funcion es llevada a
cabo mediante la activacion de una ruta de sefalizacion celular de tipo MAPKKK (por sus
siglas en inglés: Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase) (Figura 8), la cual se inicia
por la activacion del receptor de TNF-a, y culmina en la liberacion del factor transcripcional
NF-kB que induciré la produccion de un amplio grupo de otras citoquinas pro-inflamatorias

(Lodishy col, 2005).

21



Receptor TryF.or IL-1 Rece
ptor
deTNF-a | | delt-1
@/ Exterior
1 Citosol
Poli-
ubiquiting

£z

I-.kB Quinasa NF-kB secuestrado NF-kB libre /( 5 |
PGS Degradacién
[ p50
6 | protecsomal
Induccion de la 'ﬁ” Sc;;JI/de de I-xBa
transcripcién de otros '@‘ e
localizacién

genes proinflamatorios
nuclear

Nucleo

Figura 8. Ruta de Senalizacién celular- MAPKKK inducida por el TNF-a. Se distinguen los
diferentes pasos que llevan a la liberacion del factor NF-kB inducido por TNF-a. Se detalla como la
activacion del receptor celular de TNF-a activa la proteina TAK1, que a su vez activa a la I-kB
quinasa. Una vez activada la I-kB quinasa, ésta fosforila a I-kB y promueve la union de la enzima E3
ligasa. Posterior a ello, ocurre la ubiquitinacion de I-kB, marcando esta proteina para su degradacion,
liberandose asi el sitio de localizacion nuclear de NF-kB, con lo cual esta proteina puede ahora
translocarse al nucleo y servir como factor transcripcional para diferentes genes [Lodish y col.,2005].

El gen TNFA que codifica para esta citoquina proinflamatoria, se encuentra ubicado
en la region del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de clase III, en el
cromosoma 6 (6p21,3) (Zhang y col., 2011). Diferentes alteraciones en este gen han sido
asociadas a un incremento en los niveles transcripcionales de TNF-a y estan relacionadas
con un incremento en la respuesta inflamatoria y en consecuencia, al padecimiento de
diferentes tipos de ECs como por ejemplo, el IAM, ACV vy la trombosis. Diferentes
polimorfismos han sido identificados en este gen, principalmente en la regién promotora
(Herrmann y col., 1998), dentro de los cuales uno de los mas estudiados ha sido el ubicado
en la posicion -308 (codigo de referencia de GenBank: rs1800629), en donde se produce la
transicion de una guanina por una adenina en dicha posicion (-308 G>A). Este polimorfismo
fue reportado por primera vez por Wilson y colaboradores en 1992, partiendo del

conocimiento dela secuencia completa de este gen previamente descrita en 1986
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(Nedospasov y col., 1986). Una vez identificado este polimorfismo, se comenzaron a realizar
diferentes estudios con el fin de determinar la relacion de la variante alélica mutada para este
polimorfismo con diferentes alelos de antigenos de leucocitos humanos (ALH),
encontrandose asi, una fuerte relacion entre la presencia del alelo de riesgo para este
polimorfismo (-308 A) y la expresion de diferentes alelos de ALH (Wilson y col., 1993).
Posteriormente, en 1994 Alfonso y Richiardi, realizaron estudios adicionales en la secuencia
de la region promotora del gen TNFA, con el fin de determinar variantes alélicas en diferentes
sitios polimorficos asociados con la regulacion de la expresion de este gen, identificando un
sitio polimorfico adicional en la region estudiada ubicado en la posicion -238, en donde se
da el cambio de una guanina por una adenina (cuadro amarillo, Figura 9). Igualmente, estos
investigadores identificaron nuevamente la variante polimérfica -308 G>A (cuadro rojo,
Figura 9) previamente descrita por Wilson y colaboradores en 1992, de interés en este

estudio.

-396 -&37
TTCCTGCATCCTGTCTGGAAGTTAGAAGGAAACAGACCACAGACCTGGTCCCCAAAAGARA
=278
ATGGAGGCAATACCTTTTGAGGGGCATG |G| GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCCTACAC
A =223
ACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATC G GAGCAGGGAGGATGG

-166
GGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCCCGCCC

-108
CCGCGATGCAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGCGGCCCACTACCCGTTCCTCCAGA

+ =55

TGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTT
> +2
CCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCA| GC

+61
CAGCAGACGCTCCCTCAGCAAGGACAGCAGAGGACCAGCTAAGAGGGAGAGAAGCAACT

+120
ACAGACCCCCCCTGAAAACAACCCTCAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAG

¥179
GTTCTCTTCCTCTCACATCATGACCCACGGCTTCACCCTCTCTCCCCTGGAAAGGACAC

+203

C ATGAGCACTGAAAGCATGATCCG

Figura 9. Analisis de la secuencia de un fragmento del gen TNVFA. Se observa una parte de la
secuencia del gen TNFA, el fragmento va desde la base -396 a la base +203 del gen. Flechas negras:
cebadores, Flecha azul: sitio de inicio de la transcripcion, flecha amarilla: sitio de inicio de la
traduccion (Codon ATG), Cuadro amarillo: sitio polimorfico -238 G>A, Cuadro rojo: sitio
polimorfico -308 G>A. [Tomado y modificado de: Alfonso y Richiardi, 1994].
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En la Figura 10, se observa la posicion cromosomica del polimorfismo -308 G>A. En
ella, se detalla la posicion exacta del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el cromosoma
(31.483.031 pb), igualmente se indican los diferentes polimorfismos identificados en el

contexto cromosomico.

|10 |15 M |20 M |25 M |40 M |45 M
Tae = L} i = | I} I'l= 1 e 1 II=II IIII =
'|.:.
iM {(102bp}~ | Find on Seguence: w <::! !I> - | + AlE }
|21483 K |3t 483,010 |21 483,020 L rs1800629 & WEEERT |31 483,050 |31 48!

A A CGARATCCGACGECARTAGETTTTGAGGEECATCOGEACGEEBGTTCAGCCTCCAGGEGETCCTACACH |
rTTCTTTACCTCCETTATCCARRRCTCCCCOGTACOCCTGCCCCAAGTCEGCEAGETCCCAGGATGEGTOETY

51800629 == hE036015

Figura 10. Posicion cromosomica del polimorfismo -308 G>A. Se observa la ubicacion del
polimorfismo (rs1800629) estudiado con dos niveles de detalle. En la parte superior, se observa una
vista mas amplia del cromosoma, indicando otros polimorfismos identificados en el mismo. En la
parte inferior de la figura, se observa con mayor detalle la ubicacion del sitio polimérfico indicando
la base normal -308G (linea verde) con el codigo de referencia del SNP en GenBank, ademas de su
ubicacion exacta en el cromosoma [Tomado de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT 007592.15%report=graph&db=nucleotide&v=31482980:
31483080&content=5/7m=31483031!&mn=rs1800629].

Con respecto al efecto bioldgico asociado a esta variante polimorfica -308 G>A, se
ha relacionado la presencia del alelo A en esta posicion, con un aumento en los niveles
transcripcionales del gen y mayor produccion de TNF-a (Wilson y col., 1997). El mecanismo
molecular por el cual la presencia de este polimorfismo conlleva a un aumento en la
produccion de TNF-a, ha sido relacionado con el hecho de que la presencia del alelo A (alelo
mutado), genera un promotor mas fuerte que en presencia del alelo G (alelo normal) (Wilson
y col., 1997). Ello, fue demostrado por Wilson y colaboradores en 1997 mediante ensayos de
transfeccion de linfocitos B con pldsmidos portadores de una construccién que contenia un
segmento de la secuencia del promotor de TNFA diferencial. Emplearon construcciones con
cada uno de los alelos del polimorfismo, fusionado al gen que codifica para la proteina CAT

(Cloranfenicol acetiltranferasa); y midieron los niveles producidos de la misma en presencia
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de cada alelo. Estos investigadores, encontraron que en presencia del alelo A se generaba un
aumento significativo en los niveles de la proteina CAT, indicando que este alelo produce un
promotor mas fuerte, sugiriendo un aumento en la actividad transcripcional (Wilson y col.,
1997).

Adicionalmente, con el fin de determinar si existia una union diferencial de factores
transcripcionales en presencia de los diferentes alelos en la posicion -308 de TNFA, este
mismo grupo de investigadores realizé un ensayo de cambio en la movilidad electroforética,
EMSA (por sus siglas en inglés: Electrophoresis Mobility Shift Assay) en presencia de
extracto de proteinas nucleares. Sin embargo, los resultados no mostraron un patrén
diferencial de alguna proteina en particular, sugiriendo estos autores que el cambio
nucleotidico en la posicion -308 de la region promotora proximal, pudiese conllevar es a un
ligero cambio en la estructura de la cromatina, siendo esta zona mas accesible para la
maquinaria transcripcional y por ende, aumentando la tasa de transcripcion del gen (Wilson
y col., 1997)

Con el fin de responder a dicha interrogante, Knight y colaboradores en el 2003,
disefiaron un estudio mediante la implementacion de la técnica de inmunoprecipitacion de la
cromatina haplotipo especifica, haploChIP (por sus siglas en inglés: haplotype-specific
Chromatin InmunoPrecipitation). Esta técnica consiste en la precipitacion y posterior
analisis de los fragmentos de ADN unidos a una proteina especifica que se esté analizando y
su cuantificacion mediante espectrometria de masa. Ello, con el objetivo de determinar si
existia una unidn diferencial en cantidad de la ARN polimerasa II en presencia de los
respectivos alelos en la posicion -308 del gen TNFA, lo cual pudiese ser atribuido a un cambio
estructural en la cromatina que hiciera mas accesible a la maquinaria transcripcional en
presencia del alelo -308A. Sin embargo, este estudio no evidencié una unidn diferencial de
la ARN polimerasa II (mayor o menos cantidad) en presencia de las diferentes variantes
alélicas en dicha posicion especifica en el promotor (Knight y col., 2003)

Ahora bien, aunque aun el mecanismo molecular atribuido a la presencia de esta
variante no esta del todo claro, el genotipo para este polimorfismo sigue siendo altamente
estudiado, con el fin de determinar su asociacion con diferentes enfermedades.

Algunos de los estudios mas ampliamente realizados han sido para investigar la

asociacion de la presencia de la variante alélica -308A de TNFA con el incremento en el
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riesgo genético del desarrollo de EC. Uno de los primeros estudios en este sentido, fue el
realizado por Brown y colaboradores en 1998, en donde se determind la relacion del alelo de
riesgo para este polimorfismo con el desarrollo de tromboembolismo pulmonar (TEP) como
fenotipo clinico, a partir de un muestra de 575 pacientes y 511 individuos controles. Estos
autores observaron que en condiciéon heterocigota de este polimorfismo se produce un
incremento del 10 % en el riesgo de padecer esta patologia. Por su parte, en un estudio de
meta-andlisis publicado mas recientemente por Zhang y colaboradores en el 2012, el cual
incluyo un total de 24 estudios del tipo caso-control de diferentes origenes étnicos,
obtuvieron un riesgo incrementado del 8 % de padecer un IAM en poblacion asidtica y del
50 % en el padecimiento de enfermedad coronaria del corazon en poblacion caucdsica, en
presencia de la variante alélica -308A (alelo mutado) (Zhang y col., 2012).

Por otro lado, un estudio caso-control publicado recientemente por Chu y
colaboradores en el 2012, el cual incluy6 535 pacientes con IAM y més de 1000 individuos
controles, determinaron que la presencia del alelo de riesgo A (-308A) se encontr6 asociado
a un incremento en el riesgo de padecer esta patologia de un 70 % en una muestra de
poblacion asiatica (Chu y col., 2012).

En este sentido, y debido al alto riesgo asociado a la presencia del alelo -308A en el
gen TNFA con el desarrollo de ECs, y a la alta prevalencia de este alelo en la poblacion
caucasica, se propuso en este estudio, identificar el genotipo para este polimorfismo en una
muestra de poblacion venezolana, y establecer una posible asociacion en el desarrollo de

IAM, ACV y/o TVP; como diferentes manifestaciones clinicas de las ECs.
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IIL. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares (ECs) son la principal causa de mortalidad y
morbilidad a nivel mundial. En Venezuela para el afio 2010, se registraron cerca de 40.000
muertes producto de ECs, representando casi un 30 % del total muertes en el pais (MPPS,
2012). Entre las diferentes manifestaciones de las ECs, el IAM es la principal causa de
muerte, seguido por aquellas muertes ocasionadas por un ACV. Un importante porcentaje de
muertes son debido a la presencia de un trombo embolismo pulmonar, originado en la
mayoria de los casos, por una trombosis venosa profunda (TVP). Es por ello, que las
patologias tromboticas son consideradas un grave problema de salud publica, tanto en

Venezuela como en el resto del mundo.

Debido a la alta prevalencia e incidencia de las ECs, diferentes estudios se han
abocado a la determinacion de las causas genéticas y los mecanismos fisiopatogénicos de
estas enfermedades, en conjunto con los factores de riesgo clasico atribuidos a las mismas.
En este sentido, en la actualidad, numerosos genes han sido propuestos como candidatos,
siendo el riesgo genético de padecer ECs atribuido en funcion del nimero de alelos de riesgo
presentes en un determinado individuo, en relacion a la identificacion de diferentes sitios
polimérficos (Keavney, 2002). En base a ello, se han disefiado novedosos y sofisticados
métodos para poder predecir factores de riesgo genéticos relacionados al padecimiento de
estas enfermedades, con el fin de comprender el riesgo que pueda tener la presencia de una

unica variante génica, o en el contexto poligénico.

De esta manera, debido al entendimiento de la EC como una enfermedad
multifactorial, en la cual la génesis y desarrollo pudiese estar asociado a un importante
componente genético, en el Laboratorio de Genética Molecular Humana B de la Universidad
Simoén Bolivar (USB), se realiza la identificacion de diferentes polimorfismos en diversos
genes candidatos, entre los cuales se incluye la identificacion del polimorfismo -308 G>A
(rs1800629) en el gen TNFA, debido a la importancia de la accidon de la proteina TNF-a en
la respuesta inflamatoria y su asociacion con el desarrollo de las patologias tromboticas

arteriales y/o venosa (Ej.: IAM, ACV y TVP), y poder explorar al menos en parte, el riesgo
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atribuible a la presencia del alelo de riesgo A del polimorfismo -308, con el desarrollo de

este tipo de enfermedades.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar el genotipo del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen de la

citoquina pro-inflamatoria 7NFA en pacientes que han sufrido Infarto agudo al miocardio

(IAM), Accidente cerebrovascular (ACV) y/o trombosis venosa profunda (TVP), e

individuos controles; e investigar su relacion al desarrollo de estas patologias en poblacion

venezolana

4.2 Objetivos Especificos

Determinar el genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el gen que codifica para
la citoquina pro-inflamatoria TNF-a, en pacientes que han sufrido IAM, ACV y/o
TVP y poblacion control.

Determinar si los alelos del polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA se encuentran
en equilibrio Hardy-Weinberg en la poblacion control.

Calcular las frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo -308 G>A en el
gen TNFA en cada una de las poblaciones estudiadas.

Estimar el cociente de probabilidades “OR” para calcular el riesgo atribuible a la
presencia del alelo de riesgo A con el desarrollo de IAM, ACV y/o TVP como
fenotipo clinico.

Correlacionar la presencia de otros factores de riesgo: edad, sexo, hipertension,
diabetes mellitus y habito tabaquico con el desarrollo de IAM, ACV y/o TVP.
Determinar el riesgo asociado al desarrollo de IAM, ACV y TVP en presencia de la
coexistencia de los alelos de riesgo presentes en los polimorfismos 20210 G>A
(rs1799963) en el gen que codifica para el Factor Il y ¢.1691 G>A (1s6025) en el gen
para el Factor V, ambos relacionados con la coagulacion sanguinea; y el polimorfismo

-308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA.

29



V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Caracteristicas de la poblacion estudiada

Con el fin de correlacionar el genotipo para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629)
del gen TNFA con el desarrollo de diferentes manifestaciones clinicas de las ECs, en este
trabajo se realizo un estudio del tipo caso-control en poblacidon venezolana, con pacientes

diagnosticados con IAM, ACV y/o TVP y un grupo de individuos controles.

5.1.1 Poblacion de pacientes o casos:

Para la poblacion de pacientes o casos, se incluyeron un total de 273 pacientes
clasificados en: 100 pacientes de ambos sexos residentes en Venezuela, mayores de 18 afos,
sobrevivientes de un IAM, 73 pacientes sobrevivientes de un ACV isquémico y 100 pacientes
sobrevivientes de una TVP. Para el caso particular de los pacientes infartados, estas muestras
de sangre fueron suministradas por el Hospital Militar Dr. Carlos Arvelo, durante el periodo
comprendido entre mayo de 2007 hasta diciembre del 2009; en un estudio enmarcado dentro
del proyecto “Influencia genética en el desarrollo de patologias aterotromboticas en la
poblacion de Venezuela”. Para el caso particular de las muestras de los pacientes con TVP
y ACV, estas fueron suministradas por el Banco Metropolitano de Sangre (BMS), durante el
periodo comprendido entre febrero 2005 y julio 2007; en un estudio enmarcado como parte
del proyecto multicéntrico “Diagnodstico molecular de polimorfismos genéticos asociados a

Trombosis Arterial y Venosa™.
5.1.1.1 Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afios, de ambos sexos, que hayan dado consentimiento
escrito de ingresar al estudio (anexo 1).

e Pacientes quienes hayan sido diagnosticados con la enfermedad (IAM, ACV y/o
TVP) mediante la evaluacion de los sintomas clinicos caracteristicos para cada uno
de ellos. Para el caso de IAM fue mediante confirmacion de un aumento transitorio

en dos veces la concentracion sobre el limite superior de las enzimas cardiacas y
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cambios electrograficos; segun los criterios publicados por el comité de Redefinicién
de Infarto del Miocardio de la Sociedad Europea de Cardiologia y el Colegio
Americano de Cardiologia de julio 1999. Para el caso de ACV, ello fue confirmado
mediante el andlisis de una tomografia computarizada o ensayo angiografico. Por
ultimo, para el caso de TVP se certific6 mediante ultrasonido doppler o ensayo

angiografico.

5.1.1.2 Criterios de exclusion

e Pacientes en quienes se sospechd la presencia de un IAM, ACV y/o TVP por las
manifestaciones clinicas aparentes, pero que no se pudo corroborar el diagnostico
mediante métodos clinicos, bioquimicos y electrocardiograficos.

e Pacientes que no autorizaron su ingreso al estudio.

5.1.2 Poblacion de individuos controles:

Se seleccionaron aleatoriamente un grupo de 100 individuos controles residentes en
Venezuela, sin presentar relaciones filiales entre ellos, quienes manifestaron ausencia de
sintomas cardiovasculares, asi como también la ausencia de antecedentes de historia familiar
de EC. Dichos controles fueron recolectados de diferentes centros de referencia nacional,
entre ellos: El Banco de Sangre del Hospital Miguel Pérez Carrefio, Banco de Sangre del
Hospital Metropolitano de Caracas, pacientes de Servicio Médico de IVIC, Banco de Sangre
del Servicio de Investigaciones Endocrinoldgicas del Hospital Militar Dr. Carlos Arvelo y

donantes voluntarios de la comunidad de la Universidad Simo6n Bolivar.

5.1.2.1 Criterios de inclusion:

e Individuos mayores de 18 afos, de ambos sexos, que hayan dado consentimiento

escrito de ingresar al estudio (anexo 1).
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e Fueron incluidos individuos que presentaron otras condiciones patoldgicas o factores
de riesgo como la presencia de diabetes mellitus, HTA, habito tabaquino, entre otras;
siempre y cuando se tuviera pleno conocimiento del mismo.

e Fueron incluidos individuos que estuviesen bajo cualquier tipo de tratamiento ya sea
uso de anticonceptivos orales (ACO), aspirina, hipolipemiantes, antihipertensivos,

entre otros; siempre y cuando se tuviera pleno conocimiento del mismo.

5.1.2.2 Criterios de Exclusion:

e Individuos en quienes se sospeche algin sindrome coronario agudo.

e Individuos con presencia de antecedentes de historia familiar de EC (IAM, ACV, o
enfermedad vascular periférica).

¢ Individuos que recibieron tratamiento antihipertensivo o hipolipemiante antes de la
toma de la muestra, en el caso particular de la realizacion de las determinaciones
bioquimicas respectivas.

e Individuos que no autorizaron su ingreso al estudio.

5.2 Obtencion de las muestras

A través de la técnica de venopuncion se recolectd una muestra de sangre periférica
total (10 mL) en tubos citratados o con EDTA, la cual fue distribuida en varias alicuotas para
su posterior traslado a los diferentes centros segun fuera la determinacién a realizar. Una vez
centrifugada la muestra en frio, se tomo el plasma y se almacend a -70 °C (determinaciones

bioquimicas) y el paquete globular a -20 °C (determinaciones moleculares).

5.2.1 Diagnostico molecular

El diagnostico molecular se llevo a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular
Humana B de la Universidad Simén Bolivar, tanto de las muestras provenientes del grupo de
pacientes como del grupo control. Estas muestras fueron procesadas seglin el plan de trabajo

general mostrado en la Figura 11. El analisis molecular se realizé a partir de las muestras de
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ADN gendmico ya aisladas previamente en el laboratorio, y sélo se realiz6 el aislamiento del

ADN genomico de las muestras que lo requirieron.

Muestra de sangre
periférica

V

Aislamiento del ADN .
e Espectrofotometria
gendémico P !

‘ \ Electroforesis en gel de

agarosa al 0,8 %

PCR convencional

Electroforesis en gel de Digestion enzimatica
agarosa al 2 590/ > de los productos
’ P de PCR (Enzima Ncol)

\

Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8 %

4

Determinacion de los
diferentes genotipos y analisis
estadistico

Figura 11. Plan de trabajo general para el analisis molecular del polimorfismo -308 G>A
(rs1800629) en el gen TNFA.
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5.2.1.1 Extraccion del ADN gendmico a partir de sangre periférica total.

El aislamiento del ADN genomico se realizd a partir de una muestra de sangre
periférica total de los pacientes e individuos controles. Las muestras de sangre recolectadas
en tubos con EDTA (7,5 nM) se mantienen conservadas a -20 °C para futuros usos. A partir
de estas muestras de sangre periférica se realizo el aislamiento del ADN gendmico mediante
el protocolo modificado de Bowen y Keeney (2003). Se inici6 agregando 700 pL de sangre
fresca o previamente descongelada en un tubo eppendorf de 1,5 mL, al cual se le agregaron
700 pL de buffer de Lisis Celular (Tris-HCI 10 mM pH 8, Sacarosa 11 % p/v, MgCl, 5 mM,
Triton X-100 1% v/v) y se mezcld brevemente en el vortex. La mezcla se incubd por 2
minutos a temperatura ambiente, para luego centrifugar la misma por 5 minutos a 2000 g.
Seguido a ello, se descart6 el sobrenadante y se le agregaron 500 uL de buffer de lisis celular,
mezclando en el vortex y centrifugando la mezcla nuevamente por 2 min a 2000 g. Se
descart6 el sobrenadante y se agreg6 al sedimento 300 puL de buffer de lisis nuclear y se
resuspendid el mismo con el uso de una micropipeta (Tris HCl 10 mM pH 8, EDTA 10 mM,
Citrato de Sodio 10 mM y SDS 1 %). Luego, se agregd a esta mezcla 100 pL de NaCl (5,3
M) y 500 pL de cloroformo y se mezcld por inversion hasta tener una emulsion uniforme, la
cual se centrifugd por 5 min a 2000 g. Posteriormente, se tomaron 350 pL de la fase acuosa
(superior) y se mezclaron con 700 pL de etanol absoluto frio, mezclando por inversion
suavemente hasta observar la formacion de una malla blanca de ADN, centrifugando
posteriormente por 10 min a 12000 g. Se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el etanol
completamente. Por ultimo, se agregd al ADN precipitado entre 100 uL y 300 pL de agua

desionizada dependiendo del rendimiento en el aislamiento de cada muestra.

5.2.1.2 Comprobacion de integridad y cuantificacion del ADN genomico extraido.

Luego de realizado el aislamiento del ADN genomico, se procedi6 a la comprobacion
de la integridad a través de electroforesis en geles de agarosa 0,8 %. Para ello, el ADN
gendmico se mezcld con un buffer de carga 1X (glicerol 5 %; azul de bromofenol 0,04 %;
xilencianol 0,04 %) y se cargd en un gel de agarosa al 0,8 % en presencia de buffer TAE
0,5X (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM), el cual contiene SYBR-safe 1X (compuesto

fluorescente) (Sambrook y col., 2001). La corrida se llevo a cabo empleando una camara de
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electroforesis horizontal “Easy Cast™” a un voltaje constante de 100 V durante 15-20
minutos. La visualizacion de las bandas de ADN se realizo a través de fluorescencia indirecta,
utilizando un transiluminador a 320 nm, acoplado con una cdmara digital con la cualse realizd

el registro fotografico y visualizacion.

Posteriormente, se  realizo la  cuantificacion del ADN  aislado
espectrofotométricamente. Se realizé una dilucion 1/200 de la muestra de ADN obtenida y
se midid su absorbancia en un espectrofotometro BioPhotometer (Eppendorf), a longitudes
de onda de 260 nm y 280 nm, para poder determinar las concentraciones de ADN y proteinas
respectivamente en cada muestra. Luego, se determind la relacion Azeo/A2g0 para poder
determinar la pureza del ADN extraido. Para poder determinar la concentracion de ADN
extraido se tomd como factor de conversion, para una unidad de absorbancia a 260 nm una
concentracion de 50 pug/mL referido a ADN doble cadena (Sambrook y col., 2001). Luego
de haber comprobado estos pardmetros, se procedi6é a preparar una solucion de trabajo de

ADN para la posterior amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) de 60 ng/uL.

5.2.1.3 Amplificacion por PCR (Polimerase Chain Reaction) de los fragmentos de

interes.

Para la deteccion del genotipo del polimorfismo -308 G>A ubicado en la region
promotora del gen que codifica para la proteina TNF-a, se procedio a la amplificacion de un
fragmento de 107 pb contentivo del sitio polimorfico. Con este fin, se realizé una reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) bajo las siguientes condiciones: ADN gendémico 6 ng/uL,
Buffer 1X (Tris-HC1 10 mM, pH 8,3, KCl 59 mM), MgCl> 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, 1uM
de cada oligonucleotido o cebador (5'-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3’ (sentido
mutagénico, C: base mutada) y 5'-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3" (antisentido) (Wilson
y col., 1992), 0,05 U/uL de Taq ADN polimerasa (GoTaq DNA polymerese) y agua
desionizada para un volumen final de 20 pL. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador

utilizando el programa mostrado en la Tabla 2, con una repeticion de 30 ciclos.
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Tabla 2. Condiciones optimas de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Segun la secuencia del gen TNFA de referencia proporcionada por el centro nacional
de informacién biotecnoldgica (NCBI; NG 007462.1), se encontrd una ligera diferencia en
la posicion nucleotidica de este polimorfismo, con respecto a la reportada clasicamente (-
308), lo cual es debido a una diferencia en la posicion del sitio de inicio de la transcripcion
reportado por Alfonso y Richiardi en 1994, y el reportado actualmente en la base de datos de
NCBI. En este sentido, segin la secuencia reportada por NCBI, el sitio de inicio de la
transcripcion estd ubicado 5 bases nitrogenadas por delante del identificado anteriormente
por los autores antes mencionados (Flecha azul, Figura 12), ubicando al sitio polimorfico en
la posicion -313 de la region promotora del gen, y no en la posicion -308. En el fragmento
de secuencia del gen mostrado en la Figura 12, se indica la posicion donde hibridan los
cebadores descritos anteriormente, acotando un fragmento de 107 pb. Igualmente se
identifica la base polimoérfica y el sitio de unidén de la enzima de restriccion la cual se

empleard posteriormente para el genotipaje.
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4561 tctgaagcccctcccagttctagttctatcectttttectgecatectgtectggaagttagaa

4621 ggaaacagaccacagacctggtccccaaaagaaatggagcaatagttttgagg-

4681 IEggacggggttcagcctccagggtcctacacacaaatcagtcagtggcccagaagaccc

4741 cccteggaatcggagcagggaggatggggagtgtgaggggtatccttgatgettgtgtgt
4801 ccccaactttccaaatccccgeccccgegatggagaagaaaccgagacagaaggtgcagg
4861 gcccactaccgcttcctccagatgagctcatgggtttctccaccaaggaagttttceccget
4921 ggttgaatgattctttccccgceccecctecctcectecgecccagggacatataaaggcagttgttyg
4981 gcacacccagccaglagacgctccctcagcaaggacagcagaggaccagctaagagggag
5041 agaagcaactacagaccccccctgaaaacaaccctcagacgccacatcccctgacaaget
5101 gccaggcaggttctcttcctctcacatactgacccacggctccaccctctectecectgga
5161 aaggacaccatgagcactgaaagcatgatccgggacgtggagctggccgaggaggcgete
5221 cccaagaagacaggggggccccagggctccaggeggtgettgttectcagectettetece

Figura 12. Fragmento de la secuencia actual del gen TNFA (NG007462.1). Se observa un
fragmento del gen TNFA, conformado por parte de la region promotora proximal y parte del gen
estructural. Cuadro amarillo: Sitio de inicio de la traduccion (Codon ATG); Cuadro Azul: Sitio de
inicio de la transcripcion; Secuencias con doble subrayado: Sitios de anclaje para los cebadores en la
PCR; Cuadro morado: Secuencia de reconocimiento de la enzima Ncol, dentro se indica la base
polimérfica G en color amarillo [Tomado y modificado:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007462.1].

5.2.1.4 Ensayo de restriccion enzimatica (RFLP)

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados por PCR se procedi6 a la deteccion
del polimorfismo -308 G>A del gen TNFA, a través de un ensayo de restriccion enzimatica,
utilizando la enzima de restriccion Ncol. La reaccion enzimatica se realizo bajo las siguientes
condiciones: buffer 1X, albumina sérica bovina (BSA) 0,1 mg/mL, Ncol 0,25 U/uL, agua

desionizada y producto de PCR para un volumen final de 5 pL.

El fragmento amplificado presenta un unico sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion Ncol (5’-CCATGG-3’), secuencia la cual por la accion del cebador
mutagénico y en presencia del alelo normal G estaré presente (cuadro morado, Figura 13), y
por lo tanto, se generara el corte enzimatico. En este sentido, en presencia de un genotipo
homocigoto normal (GG) se observaran dos fragmentos, uno de 87 pb y otro de 20 pb (Figura
13). Por su parte, en presencia del alelo de riesgo en forma homocigota (AA), no se producira
el corte de las hebras de ADN, obteniéndose asi un fragmento unico de 107 pb de igual
tamafio al producto amplificado por PCR (Figura 13). Por ultimo, si el individuo presenta
una condicion heterocigota (GA), se observard un patron de bandas de restriccion combinado,

observandose un fragmento de 107 pb, uno de 87 pb y otro de 20 pb (Figura 13).
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Figura 13. Patron de restriccion del fragmento de PCR de 107 pb contentivo del sitio
polimoérfico -308 G>A al ser digerido con la enzima Ncol. SD: producto sin digerir, GG:
homocigoto normal, GA: heterocigoto, AA: homocigoto mutado.

5.2.1.5 Electroforesis en geles de Poliacrilamida.

Los productos obtenidos a partir de la digestién enzimadtica con la enzima Ncol fueron
corridos en geles de poliacrilamida al 8 % para la observacion del patron de restriccion. Los
fragmentos de restriccion fueron mezclados en primer lugar con buffer de carga 1 X (Glicerol
5 %, Azul de Bromofenol 0,04 %, Xilencyanol 0,04 %), y posteriormente cargados en un gel
de poliacrilamida al 8 % (Persulfato de Amonio o APS 0,04 %, Acrilamida-bisacrilamida8
%, 5 uL. de TEMED vy buffer TAE 1X, para un volumen final de 5 mL en una solucion de
buffer TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM), segiin Sambrook y colaboradores (2001).
Para la realizacion de la corrida electroforética, se utilizdo una camara Termo EC120 (Mini
Vertical Gel System) a 150 V y 25 mA por 30 minutos. Previo a la carga de las muestras se

realiz6 una pre-corrida del gel por 10 minutos.

Para el proceso de tincion y revelado del gel, se utilizé el protocolo de revelado de
geles con nitrato de plata (AgNO3), segin Brandt y colaboradores (1992). Este protocolo
consiste en el uso de tres soluciones: Solucion fijadora (acido acético glacial 0,5 %), una
solucion de impregnacion (Nitrato de plata 0,15 %) y una solucién reveladora (200 pL de
formaldehido 37 % e hidroxido de sodio 1,5 %). En primer lugar, se sumergio el gel en 50
mL de solucién fijadora y se dejo por 15 minutos con agitacién constante y un minimo de

tres lavados con agua desionizada. Una vez transcurrido este tiempo, se sumergié el gel en
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50 mL de solucion de impregnacion por 15 minutos con agitacion, y se realizd un nuevo
lavado de gel con agua desionizada. Por ultimo, se sumergio el gel en 50 mL de solucion
reveladora y se agregaron 200 puL de formaldehido 37 % y se agit6 el gel suavemente, hasta
observar la aparicion de las bandas y se realizé un ultimo lavado. La visualizacion de las
bandas se realizo en un transiluminador de luz blanca y posteriormente, se procedid al

registro fotografico del gel, para su andlisis e interpretacion de los genotipos.

5.3 Analisis Estadistico

Se realizaron los calculos de porcentaje, promedio y desviacion estandar, segun fue
el caso, de los parametros mencionados a continuacion: edad, el procentaje de hombres y
mujeres presentes en el estudio, el porcentaje de individuos hipertensos, diabéticos y

fumadores en cada uno de los grupos de estudio (IAM, ACV, TVP y controles).

Se realiz6 el calculo de las frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo -
308 G>A en el gen TNFA. En el caso de la poblacion control se determino si esta se
encuentraba en equilibrio de Hardy-Weinberg con respecto a dicho sitio polimorfico,
mediante la realizacion de la prueba * con una significancia de 0,05 con el fin de constatar
si la distribucion de los alelos (G y A) en esta poblacion es debida al azar, para luego poder

realizar los diferentes analisis de asociacion.

Conocidos estos valores, se procedio al calculo del cociente de razon de proporcion
“Odds Ratio” (OR), como una medida de estimacion del riesgo atribuible a la presencia del
alelo de riesgo A para padecer la enfermedad (IAM, ACV y/o TVP). Se entiende por el Odds
de un evento A, como el cociente entre la probabilidad de que el evento ocurra y que no

acurra, definiéndose como:
Odds (A) =P (ocurra A)/P (no acurra A) = P(A)/1-P(A)

De tal manera que el OR, va a corresponder al cociente del “Odds” de un evento A y

el “Odds” de un evento B:

OR = Odds(A)/Odds(B)
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Teniendo asi, que una valor de OR igual a 1, sugiere que la probabilidad que ocurra
el evento A es igual a que ocurra el evento B; si el OR es mayor a 1, la probilidad de que
ocurra el evento A sera mayor a la del B y viceversa. Asi, el OR es una medida
epidemiologica, que permite determinar el grado de asociacidon entre una condicion y
deferentes variables explicativas; medida que determina el riesgo de cada variable en una
data caso-control. Para la realizacion de los calculos de OR se utiliz6 el programa estadistico
PAST distribuido gratuitamente bajo los términos de la licencia GNU (Free Software

Foundation) y disponible en la web.

Se realiz6 un andlisis de correlacion multivariable entre el IAM, ACV y/o TVP como
variable dependiente (o variable de respuesta), y las variables independientes: edad, sexo,
habito tabaquico, hipertension, diabetes mellitus, y la presencia de los genotipos para el
polimorfimo estudiado; como variables explicativas mediante un analisis de regresion de
logistica binaria. Para la realizacion del andlisis estadistico se utilizo el programa estadistico

SPSS de IBM.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de las poblaciones estudiadas.

En la presente investigacion se realizo un estudio caso-control, el cual consistio en la
determinacion del genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el en TNFA, y su relacion
con el padecimiento del IAM, ACV y TVP. Para ello, se analizaron un total de 100 muestras
de pacientes diagnosticados con IAM, 73 muestras de pacientes diagnosticados con ACV,

100 muestras de pacientes diagnosticados con TVP; asi como, 100 muestras de individuos.

En la Tabla 3 se muestra la media (variables continuas) y el porcentaje de presencia
(variables categdricas), para varios parametros clinicos y caracteristicas generales
recopilados para la poblacion total de los grupos estudiados. Se puede observar que el grupo
de pacientes con IAM presento6 la mayor edad promedio (60,3412,3 afios), en comparacion
con los otros tres grupos de estudio con edades promedio similares. Asi mismo, el grupo
de pacientes con IAM present6 los mayores porcentajes de hipertension arterial, diabetes

mellitus y habito tabaquico (73,2; 30,11 y 47,31 %, respectivamente).

Tabla 3. Caracteristicas generales de las poblaciones estudiadas.

60,3+12,3 39,19+15,33 33,44+14,62

39,89+14,3

74,49 21,43 26,8 45,24
25,51 78,57 73,19 54,76
73,196 9,375 10,29 17,28
30,11 1,03 1,05 0

47,31 23,71 10,41 27,94

Adicionalmente, se realizd un analisis de regresion logistica binaria, con el fin de
determinar la asociacion de cada uno de los parametros descritos (Tabla 4), con el

desarrollo de cada una de las enfermedades estudiadas, observandose una correlacion
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positiva de la edad con el padecimiento de IAM y TVP, asi como una correlacion positiva

entre las variables sexo masculino y la hipertension arterial con el desarrollo de IAM

Tabla 4. Asociacion de diferentes caracteristicas poblaciones con las 3 patologias de
estudio.

No

p<0,05  Asociado  p>0,05 p<0,05  Asociado

asociado
p<0,05  Asociado  p>0,05 asolj; G P00s asolj; i
p<0,05  Asociado  p>0,05 asolj; G D005 asolji‘; i
p<0,05  Asociado  p>0,05 asolj; G P00s asolj; i
p>0,05 asolji(;do p>0,05 asoI::Ii(;do p>005 asoI::Ii(;do
p>0,03 asolji(;do p>0.05 asolji(;do p>0,03 asolji(;do

6.2 Extraccion del ADN genomico (ADNg) a partir de sangre periférica total.

Con el fin de poder realizar el analisis molecular del polimorfismo estudiado y la
relacion del genotipo con el padecimiento de IAM, ACV y TVP, se procedio en primer
lugar al aislamiento del ADN genomico (ADNg) a partir de las muestras de sangre de los
individuos incluidos en el estudio, tal como fue descrito en la seccion materiales y
métodos. Para la comprobacion de la integridad del ADNg aislado, se realizé la corrida
electroforética en geles de agarosa al 0,8 %. En la Figura 14 se presenta el registro
fotografico de la corrida electroforética obtenida para cinco muestras de ADNg
provenientes de pacientes diagnosticados para las tres patologias evaluadas, en donde se
puede identificar en cada caso, una Unica banda de alto peso molecular, indicando la

obtencion de un material genético de buen rendimiento y calidad.
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Figura 14. Registro fotografico de la corrida electroforética en gel de agarosa al 0,8 % del ADNg
extraido a partir de muestras de sangre de 5 pacientes. Carriles 1-5 muestras 1181, 1180, T001,
T002 y A0O1 respectivamente. M: marcado de 1 Kb, I: grupo de pacientes con IAM, T: grupo de
pacientes con TVP, A: grupo de pacientes con ACV.

Adicionalmente, se realiz6 la cuantificacion y determinacion de la pureza del ADNg
extraido mediante ensayo de espectrofotometria. Los valores promedios y desviacion
estandar de la concentracién y pureza para los cuatro grupos de estudio se encuentran
resumidos en la Tabla 5. Se pudo observar que los valores de concentracion estuvieron en un
rango de entre 78,67 y 274,86 ug/mL, y el rango de valores de pureza entre 1,29 y 1,88,

valores que nos indican un buen rendimiento y cantidad de extraccion de ADNg.

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar de los valores de concentracion y pureza del ADN
genomico extraido para los grupos de estudio.

274, 86 + 126,47 1,71+ 0,19

182,23+142,27 1,29+1,21
78,67+43,60 1,87+0,12
230,34 £ 96,78 1,88 0,27
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6.3 Determinacion del genotipo para el polimorfismo -308G>A (rs1800629) en el
gen TNFA mediante la técnica de PCR-RFLP.

Una vez determinada la integridad, concentracion y pureza del ADNg extraido de las
muestras en estudio, se procedio a la amplificacién por PCR del fragmento de interés de 107
pb contentivo del sitio polimdrfico -308 G>A en el gen TNFA, mediante la utilizacion de
cebadores especificos (seccion 5.2.1.3, materiales y métodos). En la Figura 15 se observa el
resultado de la corrida electroforética en gel de agarosa al 2,5 % de los productos de PCR

obtenidos de 6 muestras, donde se verifico la presencia de un amplificado del tamafo

esperado.
‘_-'h-r'— FEEJTEY |
5 = - c_
300 pb :
107 pb

Figura 15. Registro fotografico de la corrida electroforética en gel de agarosa al 2,5 % de los
productos de PCR contentivos del sitio polimorfico -308 G>A en el gen TNFA. Carriles 1y 2:
muestra pacientes [AM (1181 y [180); Carriles 2 y 3: muestra pacientes TVP (T001 y T002); Carriles
5y 6: muestra pacientes ACV (A001 y A002); M: Marcador 100 pb; C-: Control negativo.

Realizada la amplificaciéon del fragmento de interés contentivo de la variante
polimorfica en cada uno de las muestras de los individuos pertenecientes a los diferentes
grupos de estudio, se procedi6 al analisis por longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), mediante la digestion con la enzima de restriccion Ncol (Seccion 5.2.1.4, materiales
y métodos). En el fragmento amplificado, en presencia del alelo normal G (Guanina) en la
posicion -308 del gen, se presenta la secuencia de reconocimiento para la enzima de

restriccion Ncol, lo cual genera dos fragmentos de restriccion enzimatica, uno de 87 pb y otro
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de 20 pb. Por el contrario, en presencia de del alelo mutante A (Adenina) en la posicion -308,
el sitio de reconocimiento para esta enzima se pierde, por lo que no se produce la escision

obteniéndose asi, un unico fragmento de 107 pb igual al producto amplificado por PCR

(Figura 13, materiales y métodos).

En la Figura 16, se muestra el registro fotografico de la corrida electroforética en gel
de poliacrilamida al 8 % del analisis de RFLP de 3 muestras provenientes de pacientes, en
donde se evidencian los genotipos posibles: el genotipo homocigoto para el alelo normal, GG
(carril 1), el genotipo heterocigoto GA (Carril 2) y el genotipo homocigoto para el alelo
mutado A, AA (Carril 3). Adicionalmente, se observa como control positivo, el resultado del

ensayo de RFLP para una muestra de genotipo conocido GA (Cga); los cuales permitieron

corroborar los resultados para las muestras.
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Figura 16. Registro fotografico de la corrida electroforética en gel de poliacrilamida al 8 % de
los productos de la RFLP contentivos del sitio polimorfico -308 G>A en el gen TNFA. Carril 1:
paciente con TVP (T001); Carril 2: paciente con ACV (A024); Carril 3: paciente con IAM (10.65);

M: marcador 100 pb; SD: producto PCR; C-: Control negativo; Cga: control positivo heterocigoto
(GA).

Ademas, con el fin de corroborar los resultados y eficiencia de la técnica de

diagnostico implementada, se procedid a la realizacion del anélisis de secuenciacion de 2
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muestras al azar, genotipificadas como homocigoto GG y heterocigoto GA para el
polimorfismo -308 G>A, por PCR-RFLP. En la figura 16 se observan los resultados de la

secuenciacion y el posterior analisis in silico de las dos muestras analizadas.

En la figura 17 parte A, se muestra el estudio comparativo del andlisis de secuencia
del caso GG y la determinacidn de su genotipo aparente mediante la técnica de PCR-RFLP
(izquierda). Asi, segun el resultado de la secuenciacion (arriba-derecha) se indica el sitio
polimorfico (recuadro rojo) observandose un Unico pico representativo de la base guanina
(G): Igualmente, se representa el analisis de multialineamiento (abajo-derecha) realizado
entre la secuencia obtenida del fragmento analizado y la secuencia consenso, observando que

no existen diferencia entre estas.

Por su parte, en la figura 17 parte B, se representan los resultados obtenidos para el
caso heterocigoto GA. Se observa, en el electroferograma obtenido por secuenciacion
(arriba-derecha) la presencia de dos picos indicativos de las bases guanina (G) y adenina (A),
en la posicion del sitio polimorfico. Estos resultados demostraron por ende, que la aplicacién
de la técnica PCR-RFLP para la genotipificacion del polimorfismo -308 G>A en el gen
TNFA, permite discriminar entre los dos alelos y en consecuencia la determinacion de los

diferentes genotipos del polimorfismo.
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Figura 17. Analisis comparativo de los resultados obtenidos mediante la técnica de PCR-RFLP
y de secuenciacion para la genotipificacion del polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA. A)
Muestra GG, comprobada mediante ambas técnicas. B) Muestra GA, comprobada mediante ambas
técnicas.

6.4 Distribucion de los genotipos obtenidos para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629)
en los diferentes grupos de estudio.

Una vez identificado el genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el total de
muestras consideradas en este estudio (100 controles, 100 pacientes IAM, 73 pacientes ACV
y 100 pacientes TVP), se determino la distribucion de los diferentes genotipos en cada uno
de los grupos de pacientes, en comparacion con la obtenida en el grupo de individuos
controles. En la Figura 18, se observa la distribucion de los genotipos en el grupo de muestras

pertenecientes al grupo de pacientes sobrevivientes de un IAM en comparacion con el grupo
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control. Se pudo observar que ambos grupos de estudio presentaron el genotipo homocigoto
GG en mayor porcentaje, siendo mayor dentro del grupo control (87 % vs. 71,15 %, Figura
18). Con respecto al genotipo heterocigoto GA se pudo apreciar un mayor porcentaje en el
grupo de pacientes (25 % vs. 13 %). Por tltimo, con respecto al genotipo homocigoto para
el alelo mutado A (AA), este inicamente se detectd dentro del grupo de pacientes con IAM
(3,85 %, Figura 18). De esta manera, se observo que los genotipos portadores del alelo de

riesgo -308A se encontraron en mayor porcentaje dentro del grupo de pacientes.
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Genotipos polimorfismo -308 G>A TNFA

M Pacientes IAM  H Controles

Figura 18. Composicion y comparacion de la poblacién de controles y pacientes con IAM segiin
el genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA.

Por su parte, en la Figura 19, se puede apreciar la distribucion de los tres genotipos
en el grupo de pacientes con TVP en comparacion con el grupo control. Se pudo observar
con respecto a los genotipos portadores del alelo de riesgo A, que ambos grupos presentaron
un porcentaje similar de individuos portadores del genotipo heterocigoto GA (14 % pacientes
vs. 13% controles). Con respecto al genotipo homocigoto mutado (AA), unicamente fue

detectado este genotipo en dos pacientes con TVP y ninguno dentro del grupo control.
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Figura 19. Composicion y comparacion de la poblacion de controles y pacientes con TVP segiin
el genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA.

Por ultimo, igualmente que en los grupos anteriores, se realizd la comparacion entre
la distribucién de los diferentes genotipos considerando el grupo de pacientes con ACV y el
grupo de individuos control (Figura 20). Se pudo apreciar, que la mayoria de los pacientes
presentaron un genotipo homocigoto para el alelo normal GG, en un porcentaje ligeramente
menor al compararlo al grupo control (84 % vs. 87 %). Por su parte, con respecto a los
individuos portadores del genotipo heterocigoto, se determino una distribucion similar entre
ambos grupos (13 % pacientes vs. 14 % controles); resultados que fueron similares a los
observados en el grupo de pacientes con TVP vs. controles (Figura 20). Por ultimo, a
diferencia del grupo de pacientes con TVP, no se detectaron pacientes portadores del

genotipo homocigoto mutado AA dentro de este grupo.
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Figura 20. Composicion y comparacion de la poblacion de controles y pacientes con ACV segiin
el genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA.

6.5 Evaluacion del Equilibrio Herdy-Weinberg (H-W).

Una vez realizada la determinacién de los diferentes genotipos para el polimorfismo -
308 G>A en el TNFA en los 4 grupos de estudio, se procedio a evaluar si la poblacion de
individuos controles correspondia a una muestra representativa de la poblacion general, en
base al cumplimiento o no del postulado del equilibrio de Herdy-Weinberg; ello con el fin
de poder realizar posibles asociaciones entre la presencia del alelo de riesgo para este
polimorfismo y el desarrollo de las tres patologias evaluadas. Para ello, se determiné la
prueba de Chi?, obteniéndose como resultado que la probabilidad de que las diferencias
entre los valores observados y esperados se deba al azar para cada uno de los alelos (G:
normal y A: mutado) del polimorfismo evaluado, estuvo entre un 45-50 %, correspondiente

a un valor de ¥*=0,485, valor el cual fue estadisticamente significativo (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis del equilibrio H-W para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA.

2

2

X X e
SANE Calculado Critico Frobabilidad
-308 G>A
TNFA 0,485 3,8415* 45-50 9
(rs1800629) ’ ’ &

6.6 Determinacion de las frecuencias genotipicas, alélicas y Odds Ratio (OR).

Llevado a cabo la determinacion del genotipo para el polimorfismo -308 G>A en el
gen TNFA en el total de los grupos estudiadas (100 pacientes IAM, 73 pacientes ACV, 100
pacientes TVP y 100 controles), se procedio al calculo de las frecuencias genotipicas y
alélicas, asi como el célculo del cociente de OR (Odds Ratio, Razon de probabilidad) como

se indica en la Tabla 7.

Con respecto a las frecuencias alélicas obtenidas, se observo que la frecuencia del
alelo de riesgo -308A resultd ser mayor en el grupo de pacientes evaluados, al ser
comparado con el valor resultante en el grupo control. Entre ellos, la mayor frecuencia
obtenida para el alelo de riesgo -308A se obtuvo para el grupo de pacientes con [AM,
seguido por el grupo de pacientes con TVP y ACV respectivamente (0,163 (IAM); 0,090
(TVP); 0,068 (ACV) y 0,065 (control)); (Tabla 7).

Con el fin de determinar posibles asociaciones con respecto a la presencia del alelo
de riesgo -308A y el desarrollo de cada una de las tres patologias estudiadas, se realizo la
determinacion del cociente OR (Seccion 5.3, materiales y métodos. Para ello, se considero
la suma de los individuos portadores del alelo de riesgo, ya sea en condicion homocigota o
heterocigota tanto en el grupo de pacientes como en los individuos portadores de este alelo
en el grupo control (ORpac -x + ar/cTre + ar, X: tipo de patologia). El valor obtenido de este
cociente, permite determinar el riesgo atribuido a los individuos en presencia de este alelo,

a una mayor o menor predisposicion a alguna de estas patologias (Tabla 7).

En este sentido, se determin6 que en todos los casos la presencia del alelo de riesgo -
308A, gener6 un aumento en el riesgo de predisposicion a padecer cualquiera de las

patologias estudiadas (Tabla 7). En el caso particular del riesgo asociado al desarrollo de
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TVP, se encontr6 un incremento en el riesgo del 27 % (OR=1,275; p>0,05), aunque dicho
valor no fue estadisticamente significativo. Por su parte, el riesgo asociado con el desarrollo
de ACV, fue del 6,2 % (OR=1,062; p>0,05). No obstante, para el caso de la estimacion de
riesgo asociado al desarrollo de IAM, se observo un incremento de casi tres veces en el
riesgo de padecer esta enfermedad en presencia del alelo -308A, valor que fue
estadisticamente significativo (OR=2,713, p<0,05) (Tabla 7). Adicionalmente, con el fin
de determinar la asociacion del alelo de riesgo para este polimorfismo con el desarrollo de
hipertension (HTA), se realizd un nuevo célculo de OR en donde, se dividio los grupos
(controles y pacientes IAM) en hipertensos y no hipertensos, obteniéndose un incremento
en el riego de desarrollo de HTA de 2,5 veces estadisticamente significativo, valor cercano
al obtenido para el desarrollo de IAM (OR=2,504, p<0,05; Tabla 7)). Estos resultados
indican una fuerte asociacion del alelo de riesgo para este polimorfismo con el desarrollo

de HTA e IAM.

Tabla 7. Tabla resumen de las frecuencias genotipicas, alélicas y valores del cociente OR para

el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNVFA en los diferentes grupos de estudio.

Genotipo Controles Pacientes Alelo Controles Pacientes
0,935 0,836
GG 0,870 0,712 G (0,930-0,938) (0,829-0,843)
GA 0,130 0,250 A (AR) 0,065 0,163
AA 0 0,038 (0,060-0,069) (0,156-0,170)

ORpac-1aM + AR/CTRL + AR = 2,713 (1,319-5,579 IC 95%; p<0,05)5
ORpAC-HTA + AR/CTRL + AR = 2,504 (1,157-5,421 I1C 95 %; p<0,05)Fs

0,935 0,910
GG 0,870 0,840 ¢ (0,930-0,938) (0,904-0,915)
GA 0,130 0,140 A (AR) 0,065 0,090
AA 0 0,020 (0,060-0,069) (0,084-0,095)

ORpAc-1vp + AR/cTRL+ AR = 1,275 (0,578-2,811 IC 95%; p>0,05)
ORpAc-HTA + AR/CTRL + AR = 1,005 (0,274-3,692 IC 95 %; p>0,05)

0,935 0,932
GG 0,870 0,863 G (0,930-0,938) (0,925-0,938)
GA 0,130 0,137 A (AR) 0,065 0,068
AA 0 0 (0,060-0,069) (0,062-0,075)

ORpAc-Acv + Ar/cTRL + AR = 1,062 (0,438-2,576 IC 95%; p>0,05)
ORpaAc-HTA + AR/CTRL + AR = 1,002 (0,3545-5,195 IC 95 %; p>0,05)

Abreviaturas: AR; alelo de riesgo, OR; Odds Ratio, IC; intervalo de confianza, ES; estadisticamente
significativo.
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De esta forma, a manera de resumen, en base a los resultados obtenidos, se pudo
observar una tendencia en el aumento en el riesgo de padecer un IAM, ACV y TVP en
presencia del alelo de riesgo -308A para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen
TNFA. Esto, es sugerido ya que los valores de OR obtenidos para las 3 patologias estudiadas,
se mantuvo por encima de 1 para cualquiera de los casos, indicando un aumento en la
probabilidad de riesgo de padecer estas enfermedades (Figura 21). Resultd especialmente
interesante, el aumento, estadisticamente significativo, de casi tres veces el riesgo de
desarrollar IAM en presencia del alelo de riesgo -308A (Figura 21), sugiriendo a este alelo
como un marcador genético a considerar, al estudiar el perfil genético de riesgo

cardiovascular en individuos susceptibles.
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Figura 21. Representacion grafica de los ORs obtenidos para las tres patologias estudiadas
con respecto a la presencia del AR para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen
TNFA.

6.7 Efecto aditivo de la combinacion del alelo de riesgo -308A en el gen TNFA 'y

diferentes alelos de riesgo procoagulantes.

Finalmente, con el fin de evaluar el efecto en el riesgo de desarrollo de IAM, ACV
y/o TVP, en presencia de la coexistencia de multiples alelos de riesgo en un mismo
individuo, se realizo6 el andlisis del efecto aditivo para tres alelos de riesgo referentes a

tres SNPs en genes diferentes: el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA, realizado en
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el presente estudio relacionado con un aumento en los niveles de TNF-a, el polimorfismo
20210 G>A (rs1799963) en el gen que codifica para el F2 o protrombina de la
coagulacion sanguinea asociado con un aumento en los niveles del F2 y el polimorfismo
c.1691 G>A (rs6025) en el gen que codifica para el F5 de la coagulacion sanguinea,
relacionado con mayores niveles del F5 producto de una mayor resistencia a la
inactivacion por parte de la proteina C activada (anticoagulante natural) (Tabla 8). Cabe
la pena destacar que los ultimos dos polimorfismos relacionados con la coagulacion
sanguinea, fueron realizados anteriormente en trabajos previos en el LGMHB en el

mismo grupo de pacientes y controles.

Tabla 8. Efecto aditivo de los diferentes alelos de riesgo de los SNPs en los
genes TNFA, F2y F5, en el riesgo de IAM, ACV y TVP.

TNFA +F2 TNFA + F5

IAM n=30 n=0 n=1 n=0
TVP n=16 n=0 n=0 n=0
ACV n=10 n=1 n=0 n=0
Controles n=13 n=0 n=1 n=0
IAM OR (IC 95 %) 2,71 - 0,89 -
(1,32-5,78) (0,05-14,45)
TVP OR (IC 95 %) 1,28 - - -
(0,58-2,81)
ACV OR (IC 95 %) 1,06 - - -
(0,44-2,58)

Abreviaturas: n=numero de individuos que presentan el AR, AR= alelo de riesgo, IC= intervalo de confianza.

En la Tabla 7, se reportan el nimero de individuos (paciente o controles) que
presentaron uno, dos o tres alelos de riesgo para los diferentes SNPs, para posteriormente
realizar el estimado de OR. Como se observa en la Tabla, en la mayoria de los casos no se
encontraron individuos con la presencia de 2 o 3 alelos de riesgo, por lo que tanto para la
evaluacion del efecto combinado de la presencia del alelo de riesgo para los SNPs en los
genes de TNFA y F2, asi como para el efecto combinado de los tres alelos de riesgo (F2, F5
y TNFA) no se pudo realizar los calculos de OR respectivos. Por su parte, inicamente en el
caso de la coexistencia de los alelos de riesgo para los SNPs presentes en los genes TNFA 'y

F5, se pudo realizar un calculo de OR con respecto al riesgo asociado a padecer un 1AM,
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determinando un no incremento en el riesgo (0,89, p>0,05), valor el cual no fue
estadisticamente significativo (Tabla 7). Estos resultados, no permitieron sugerir un posible
efecto aditivo asociado a la coexistencia de diferentes alelos de riesgo, con un incremento en

el riesgo de desarrollo de las diferentes patologias cardiovasculares estudiadas.
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VII. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares (ECs), son conocidas por ser desde hace ya largos
afos la principal causa de mortalidad y morbilidad en el mundo, conllevando a un grave
problema sanitario en la sociedad actual. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
para el afio 2004, un 28 % del total de muertes a nivel mundial fueron causadas por la
presencia de una EC, dentro de las cuales el infarto agudo al miocardio (IAM) figuré como
la principal manifestacion de estas enfermedades con un 12 %, seguido por el accidente
cerebrovascular (ACV) con un 11 % de prevalencia (OMS, 2004). Mas aln, se ha observado
a través de los anos, como el nimero de casos de personas con algunas de estas ECs ha ido
aumentando dramaticamente, afectando de manera creciente a poblaciones en edad laboral,
contribuyendo a la pérdida de afios potenciales de vida saludable y productiva, lo cual ha sido
reconocido como un problema de salud publica por la Organizacion Panamericana de Salud
(OPYS).

En el caso de Venezuela, este pais no se diferencia del resto, teniendo que al igual
que la mayoria de los paises, las ECs representan la principal causa de muerte registrada para
el 2011, siendo en particular las enfermedades del corazon las responsables del 21,36 % del
total de muertes en el pais; dentro de las cuales el IAM representaron el 14,17 % (20.265
casos), mientras que las enfermedades cerebrovasculares se ubicaron como la tercera causa
de mortalidad con un con un 7,73 % (11.052 casos registrados) (MPPS, 2014).

Debido a esto, el estudio de los diferentes factores que puedan estar relacionados con
las ECs, ha sido de gran importancia en las ultimas décadas, en la busqueda de determinar
las causas de estas patologias, para asi poder aumentar la tasa de supervivencia de individuos
que han padecido alguna de estas patologias, asi como la manera para poder prevenirlas, con
el fin de disminuir su incidencia.

Numerosos estudios han sido realizados por diferentes grupos de investigadores, en
los cuales se ha revelado la etiologia de tipo multifactorial de las ECs, siendo el resultado de
la interaccion de diferentes factores ambientales y genéticos. Asi, las ECs son caracteristicas
por presentar un alto componente hereditario, siendo el resultado de la interaccion entre

multiples genes con el medio ambiente (Frazier y col., 2005).
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De esta forma, gracias al creciente mejoramiento de las técnicas de biologia
molecular, ha sido posible el estudio de aquellos factores genéticos que puedan estar
asociados al padecimiento de las ECs, en donde la identificacion de variantes génicas en
aquellos genes candidatos que codifiquen para proteinas alteradas o modificadas que
intervengan en procesos vasculares, como la inflamacion y la coagulacion sanguinea; ha sido
uno de los principales genes blancos de interés de los investigadores (Navarro, 2003).

En este sentido, una gran cantidad de polimorfismos (variacion en la secuencia de
ADN en un lugar determinado en mas del 1 % de los individuos de una poblacion), han sido
identificados en diferentes genes candidatos asociados al padecimiento de las ECs, Asi, una
vez identificada la variante polimorfica y el alelo de riesgo, diversos estudios, principalmente
de tipo caso-control, han sido realizados con el fin de determinar la frecuencia del alelo de
riesgo en ambos grupos de estudio y poder establecer una asociacion o estimacion del riesgo
atribuible al desarrollo de la patologia de interés, en presencia de dicho alelo patogénico.
Todo ello, con el objetivo de dilucidar marcadores de riesgo genéticos y la toma de medida
preventivas temprana en poblacion sana portadora (Fortunato y Di Taranto, 2007).

Uno de los principales procesos fisiologicos mas ampliamente estudiados es la
respuesta inflamatoria, debido a su estrecha relacion con el mantenimiento de la vasculatura
y del sistema circulatorio en general, en donde intervienen un gran niimero de proteinas,
principalmente aquellas de las familias de las quimioquinas y citoquinas. Estas proteinas se
van a encargar de modular la activacion y desactivacion del proceso inflamatorio, asi como
también del proceso de coagulacion sanguinea, siendo capaces de desencadenar un variado
numero de cascadas metabdlicas. En este sentido, de haber alguna alteracion presente, ello
pudiese causar danos a los tejidos, disfuncién endotelial, formacién de ateromas o coagulos
sanguineos andémalos; eventos los cuales en ultima instancia pudiesen causar un IAM, un
ACV o TVP (Prescott y col., 2002).

De esta manera, debido a la estrecha relacién existente entre los procesos de
inflamacion y/o coagulaciéon como eventos desencadenantes en el origen y progreso de las
ECs; asi como también, a la alta incidencia de las ECs en la poblacion de Venezuela, este
trabajo se basé en la deteccion del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen que
codifica para la citoquina pro-inflamatoria TNF-a, cuyo alelo de riesgo -308A ha sido

asociado con un aumento en los niveles de la proteina. Ello fue realizado mediante el disefio
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de un estudio tipo caso-control, el cual consisti6 de tres poblaciones de pacientes o casos
clasificados segun la patologia cardiovascular (IAM, ACV y TVP) y una poblaciéon de
individuos sanos o controles; con el fin de determinar, al menos parcialmente, el perfil
genético de una muestra de poblacion Venezolana para el polimorfismo estudiado, y la
posible relacion del alelo de riesgo para este polimorfismo, como factor de riesgo genético
asociado a un incremento en la susceptibilidad del desarrollo o padecimiento de estas

enfermedades.

7.1 Caracteristicas étnicas de la poblacion estudiada.

En el presente estudio se realizo la deteccion del polimorfismo -308 G>A (rs1800629)
en el gen TNFA en una poblacion venezolana constituida por 373 individuos, divididos en
tres grupos: 100 pacientes sobrevivientes a un IAM, 73 pacientes sobrevivientes a un ACV,
100 pacientes que padecen TVP y 100 individuos controles; los cuales fueron provenientes
de diferentes regiones del pais, principalmente habitantes de la ciudad de caracas.

La poblacion venezolana esta constituida por una amplia variedad de origenes étnicos,
producto de los diferentes grados de mezcla a través del tiempo entre diferentes grupos
raciales (Rodriguez-Larralde y col., 2000), encontrandose segun datos oficiales del Instituto
Nacional de Estadistica (INE) que nuestra poblacion estd compuesta principalmente por
individuos mestizos (67 %), seguidos por individuos blancos (21 %), negroides (10 %) y
aborigenes (2 %) (INE, 2010). De esta manera, la poblacion venezolana se caracteriza por
estar formada principalmente por individuos mestizos, los cuales se definen como cualquier
persona nacida en Venezuela descendiente de habitantes indigenas del pais y de individuos
caucasicos, siendo principalmente de origen espafiol (58,8 %) (Fernandez-Mestre y col.,
2005).

Hasta la fecha, se han realizado diferentes estudios estadisticos con el fin de
establecer al menos en parte, la composicion étnica de la poblacion venezolana; sin embargo;
hoy en dia es del conocimiento, la caracterizacion étnica de las poblaciones en base a la
identificacion de marcadores genéticos moleculares. En consecuencia, se han identificado
una serie de marcadores genéticos de herencia ancestral (AIMs, por sus siglas en inglés:
Ancestry Inherited Markers), propios de cada grupo €tnico, los cuales permitirian determinar

con mayor exactitud la composicioén étnica del grupo de estudio y poder determinar de
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manera mas objetiva, si la muestra considerada en estudio, realmente es una muestra
representativa de la poblacion venezolana en base a estos marcadores moleculares (Santos y

col., 2010).

7.2 Polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA y su asociacion con el
desarrollo de las ECs.

La respuesta inflamatoria es un proceso que se produce en respuesta a algin dafio en
el tejido, que conlleva a la activacion de una serie de mecanismos que van a tener como fin
ultimo, la eliminacion del agente causante del dafio, como por ejemplo microorganismos
patdgenos, células danadas, complejos inmunes, entre otros (de la Fuente, 2004). En el
proceso inflamatorio intervienen un gran numero de proteinas, dentro de las cuales un grupo
de gran importancia son las denominadas citoquinas, las cuales modulan diferentes puntos
de este proceso (Opal, 2003). Estas citoquinas pueden dividirse segin su papel en este
proceso, en anti-inflamatorias y pro-inflamatorias, siendo dentro de este ultimo grupo, las
citoquinas mas importantes por su accion rapida, la interluquina 1 (IL-1), la interluquina 6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Schoenmakers y col., 2005).

El TNF-a es una de la primeras citoquinas en ser liberadas al momento de iniciarse
una respuesta inflamatoria, desencadenando una cascada metabdlica que va a permitir la
transcripcion de diferentes genes que codifican para otras citoquinas, permitiendo asi que se
desarrollen los eventos propios del proceso inflamatorio en el lugar del dafio o lesion
(Weinberg, 2006). Debido a la gran importancia de la accidon pro-inflamatoria del TNF-a, el
estudio y analisis de secuencia del gen que la codifica ha sido ampliamente estudiado, con el
fin de buscar e identificar alteraciones genéticas que puedan modificar los niveles
transcripcionales y de expresion de la misma, lo cual pudiese estar asociado con una
alteracion en los niveles de esta proteina (Herrmann y col., 1998). Un ejemplo de ello, es el
caso del polimorfismo -308 G>A (rs1800629), alteracion genética en la cual se produce una
transicion de una guanina (G) por una adenina (A) en la posicion -308 de la regién promotora
del gen, cuya presencia del alelo -308 A ha sido asociado con el aumento en la tasa
transcripcional del gen y en consecuencia, a mayores niveles y produccion de la proteina
(Wilson y col., 1997). Debido a esto, diferentes estudios se han realizado con el fin de

determinar la asociacion de la variante de riesgo para este polimorfismo, con el desarrollo de
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diferentes enfermedades, entre cllas las diferentes manifestaciones clinicas de las ECs,
debido a la estrecha relacion existente entre la presencia de estos procesos patologicos con la

respuesta inflamatoria exacerbada y los eventos procoagulantes.

7.2.1 Infarto agudo al miocardio (IAM).

El IAM, es conocida por ser la principal causa de muerte tanto en Venezuela como
en el resto del mundo, por lo que ha sido de gran importancia determinar los posibles factores
que puedan aumentar el riesgo de padecer esta patologia en particular (Tousoulis y col.,
2003). El principal mecanismo fisiopatologico asociado al padecimiento de un IAM es la
aterosclerosis, la cual se define como un proceso cronico e inflamatorio, en el cual debido a
la activacion e interaccion de diversos procesos, se da la formacion de una placa compuesta
por células espumosas y células de la musculatura lisa; pudiendo complicarse aun mas,
conllevando a la formacion de un trombo sanguineo arterial (Rodriguez y col., 2009). Asi,
con el fin de determinar una posible asociacion entre la presencia del alelo de riesgo -308A
para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA con el desarrollo de esta patologia, se
procedid a la genotipificacion de 100 individuos controles y 100 pacientes sobrevivientes
diagnosticados con IAM.

En relacion a los resultados obtenidos, se observd una mayor frecuencia del alelo de
riesgo -308A en el grupo de los pacientes con IAM (0,163; Tabla 5, seccion de resultados),
siendo considerablemente mayor a la observada en el grupo control (0,065; Tabla 5, seccion
de resultados); valores los cuales, una vez realizado la determinacion del riesgo (cociente de
OR), correspondieron a un incremento de casi tres veces en el riesgo de padecer esta patologia
en presencia del alelo de riesgo -308 A (ORpac 1am + ar/cTRL + AR= 2,713 (1,319-5,579 IC 95%);
p<0,05), valor estadisticamente significativo (Tabla 5). Este resultado sugiere una fuerte
asociacion entre la presencia del alelo de riesgo -308A con el desarrollo de TAM.

Diversos estudios han sido realizados basados en la determinacion de este
polimorfismo en pacientes infartados como grupo de casos o pacientes; mientras que otros
estudios han sido realizado con distintas patologias relacionadas directamente con el
desarrollo del TAM, tal es el caso de las enfermedades coronarias del corazon y la
hipertension arterial (HTA). Igualmente, una gran cantidad de estudios involucrando este

polimorfismo han sido realizados en diferentes poblaciones, evidenciando como resultados
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relevantes, al igual que en este trabajo, una fuerte asociacion entre la presencia del alelo de
riesgo -308A y el desarrollo de IAM, asi como con otras enfermedades estrechamente
relacionadas. Un ejemplo de ello, es el trabajo tipo caso-control realizado por George y
colaboradores en el 2003, el cual incluy6 un total de 171 pacientes con IAM y 333 individuos
controles en poblacion francesa, en donde se observo, similarmente al presente trabajo, un
incremento en el riesgo de desarrollo de un IAM de hasta tres veces en presencia del alelo de
riesgo -308A (OR= 3,3 (1,6-6,9 IC 95 %)); aunque dicho valor no fue estadisticamente
significativo, sugiriendo asi una fuerte tendencia con respecto a la relacion de este alelo con
el desarrollo de enfermedades del corazon (George y col., 2003).

Por su parte, en un estudio caso-control realizado por Vendrell y colaboradores en el
mismo afo (2003) en la poblacion espafiola, el cual incluy6 un total de 341 pacientes con
enfermedad coronaria y 200 individuos controles, se observo un aumento en el riesgo de
padecer esta enfermedad de un 58 % en presencia del alelo de riesgo -308A para este
polimorfismo, al considerar individuos portadores del mismo tanto en condicion homocigota
o heterocigota (ORpac 1aMm + Ar/CTRL + AR= 1,58 (1,04-2,39 IC 95%); p<0,05), siendo este valor
estadisticamente significativo. Adicionalmente, cuando en ese mismo estudio se subclasifico
un grupo de 119 mujeres que presentaron enfermedad coronaria y diabetes mellitus tipo 2; se
observo un aumento del riesgo de hasta cuatro veces con el desarrollo de estas patologias en
mujeres portadores del alelo de riesgo -308A, resultado el cual fue estadisticamente
significativo (Vendrell y col., 2003).

Por otro lado, varios estudios de meta-analisis han sido realizados para determinar la
asociacion del alelo de riesgo -308A con el desarrollo de enfermedades del corazon, con el
fin de poder establecer una asociacion estadistica mas robusta. Uno de los mas completos fue
el publicado por Zhang y colaboradores en el 2011, el cual incluy6 24 estudios de tipo caso-
control realizados en diversas poblaciones, desde caucasicas hasta africanas; englobando un
total de casi 10.000 pacientes con diferentes enfermedades del corazén y 8000 individuos
controles. Estos autores determinaron que en presencia del alelo de riesgo -308A se obtuvo
un aumento del 50 % en el riego de padecer una enfermedad coronaria del corazon en
poblacion caucasica (ORpac 1am + ar/cTrRL + AR= 1,50 (1,23-1,77 IC 95%); mientras que al
considerar poblacidn asiatica, no se observd una asociacion estadisticamente significativa

entre la presencia del alelo de riesgo y el desarrollo de alguna patologia del corazon (Zhang
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y col., 2011). Estos resultados son de particular interés, considerando la alta migracién
espafiola presente en nuestro pais, lo cual se refleja en el 58,8 % de la poblacion caucésica
que caracteriza la etnia venezolana; resultados los cuales podrian explicar al menos en parte,
la asociacion igualmente significativa encontrada en el presente trabajo.

Un afio mas tarde, fue publicado otro estudio de meta-analisis realizado por Li y
colaboradores (2012), el cual incluy6 un total de 7 estudios principalmente comprendidos
por poblaciones asiaticas (China y Corea); con el fin de determinar la relacion del alelo de
riesgo -308 A con el desarrollo de HTA, factor de riesgo independiente asociado al desarrollo
de IAM. Este estudio analizé un total de 1092 pacientes diagnosticado con HTA y 1152
individuos controles, en donde se realiz6 igualmente el andlisis de OR mediante diferentes
modelos, obteniendo que para el caso de un modelo dominante (GA+AA vs GQG), se
determind un incremento en el riesgo de padecer HTA del 50 % en presencia del alelo de
riesgo -308A, siendo este valor estadisticamente significativo. Cabe la pena destacar, que si
bien dicho estudio no fue realizado directamente con pacientes que han sufrido un IAM, la
HTA es definida como la principal causa y fenotipo clinico considerado como factor de
riesgo independiente asociado al desarrollo de EC, resultados los cuales podrian inferir una
aproximacion indirectamente relacionada con el riesgo de padecer un IAM (Liy col., 2012).

De esta manera, si bien se han encontrado varios trabajos que determinan alguna
relacion entre la presencia del alelo de riesgo A en el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA
y el desarrollo de EC, dichos resultados no evidenciaron un incremento en el riesgo de
desarrollo de IAM tan alto (casi tres veces) como el encontrado en el presente trabajo. Ello,
puede ser debido a la escasa publicacion de estudios realizados sobre este polimorfismo y el
desarrollo de EC en poblaciones latinoamericanas con un pool genético similar al encontrado
en Venezuela, con el fin de poder realizar mayores comparaciones entre diferentes grupos
poblaciones. Sin embargo, este estudio sugiere al alelo de riesgo -308 A para el SNP-308 G>A
en el gen TNFA, como un marcador de riesgo cardiovascular a ser considerado en la

realizacion del perfil genético de riesgo para el desarrollo de estas patologias.
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7.2.2 Accidente cerebrovascular (ACV).

El ACV se define como el deterioro del tejido cerebral, debido a la disminucién del
flujo sanguineo al mismo, siendo esta patologia la responsable de la tercera causa de
mortalidad en el mundo. Al igual que con el IAM, uno de los principales factores que puede
ocasionar un ACV es la aterosclerosis, asi como un mal funcionamiento de los procesos de
coagulacion sanguinea; ambos eventos relacionados directamente con el proceso
inflamatorio (Crepeau y col., 2005). Es por ello, que la presencia de alguna modificacion en
algunas de las proteinas que intervienen en los procesos pro-inflamatorios, asi como de
alteraciones en las secuencias regulatorias de estas proteinas, pueden afectar la actividad o
produccion de las mismas, pudiendo ocasionar como evento clinico final el desarrollo de un
ACV (Ginsburg, 2005).

Al analizar los resultados obtenidos en el presente trabajo con respecto a la asociacion
del alelo de riesgo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA con el desarrollo de ACV,
no se logré determinar un incremento del riesgo en el padecimiento de un ACV en presencia
del alelo de riesgo -308. Sin embargo, se obtuvo un valor de OR>1 (ORpac -ACV + AR/CTRL + AR
=1,062 (0,438-2,576 IC 95%; p>0,05), indicativo a un aumento en el riesgo de un 6 %, valor
el cual no fue estadisticamente significativo. Este valor obtenido, presenta concordancia con
la baja frecuencia que presento el alelo -308A en el grupo de pacientes, siendo muy similar
a la encontrada en el grupo de controles (0,068 vs. 0,065, respectivamente; Tabla 5, seccion
de resultados).

La mayoria de los estudios publicados en relacion al polimorfismo -308 G>A en el
gen TNFA y el desarrollo de ACV isquémico, no han demostrado resultados que muestren
una asociacion significativa entre la presencia del alelo de riesgo -308A y el desarrollo de la
enfermedad. Un ejemplo de ello, es el trabajo publicado por Karahan en 2006, en donde
analizaron el genotipo de este polimorfismo y su relacion en nifios diagnosticados con ACV
isquémico de origen turco (entre 0 y 14 afos), comprendiendo un total de 86 pacientes y 83
individuos sanos. Los resultados obtenidos por estos investigadores, no evidenciaron alguna
asociacion significativa entre este factor de riesgo genético y el desarrollo de la patologia
(Karahan y col., 2005).

Por su parte, en otro estudio publicado en el mismo afio (2005), realizado en poblacion

italiana (Roma), por Robattu y colaboradores, el cual incluy6d un total de 115 pacientes

63



hipertensos y 180 individuos controles; este grupo de investigadores encontraron un
incremento significativo en el riesgo de padecer un ACV de casi dos veces, en pacientes con
presencia de HTA (OR= 1,80 (1,01-3,3 IC 95 %)) (Robattu y col., 2005).

Mais recientemente, un estudio de meta-analisis fue publicado por Pereira y
colaboradores en el 2007, en donde estudiaron la asociacion entre las variantes alélicas para
este polimorfismo y el riesgo de padecer un ACV. Este estudio, incluy6 un total de 8 estudios
de tipo caso-control, de los cuales 5 fueron hechos en poblacion europea y 3 en poblacién
asiatica abarcando un total de 1606 pacientes y 2213 individuos controles. Con respecto a los
resultados obtenidos, estos investigadores determinaron que no existe asociacion entre la
presencia del alelo de riesgo -308A y el desarrollo de ACV isquémico (OR=0,99 (0,70-1,41
IC 95 %)) (Pereira y col., 2007).

El ACV como el resto de las demas manifestaciones de las ECs, es una enfermedad
de tipo multifactorial, en donde intervienen una gran numero de factores, tanto ambientales
como poligénicos, en donde si bien no se ha encontrado en general una asociacion directa
entre la presencia del alelo de riesgo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA y el
desarrollo de ACV, algunos estudios sugieren que si podria estar relacionado con el
desarrollo de HTA, el cual pudiese modular como fenotipo clinico intermedio el desarrollo

de un ACV como fenotipo clinico final .

7.2.3 Trombosis venosa profunda (TVP).

La trombosis venosa en un trastorno vascular multifactorial que ocurre cuando se da
la formacion de un trombo por efecto de la activacion inapropiada del sistema hemostatico,
provocando la obstruccion total o parcial del interior del vaso sanguineo (Quezada, 2001).
La TVP es una patologia que por si misma en la mayoria de los casos, no presenta una alta
mortalidad, aunque el principal riesgo asociado a esta patologia viene dado cuando un
fragmento de este trombo se desprende y comienza a viajar por el torrente sanguineo, siendo
capaz de obstruir los vasos sanguineos de érganos principales como los pulmones, causando
por ejemplo un tromboembolismo pulmonar (TEP), pudiendo este causar la muerte del
individuo (Mckenzie, 1999). Debido a que los mecanismos de coagulacién son en gran parte
modulados por las células y proteinas inflamatorias, el estudio de alteraciones en los genes

que codifican para las distintas citoquinas, principales proteinas presentes en la respuesta
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inflamatoria, podria permitir igualmente identificar factores de riesgo genéticos asociados a
esta patologia; y con ello, poder desarrollar formas y toma de medidas de prevencion en

poblacioén sana portadora.

Los resultados obtenidos en este estudio con respecto a la asociacion del
polimorfismo -308 G>A con el desarrollo de TVP, mostraron una baja frecuencia del alelo
de riesgo -308 A en el grupo de pacientes (0,091; Tabla 5, seccion de resultados), valor
ligeramente mayor a la frecuencia observada en el grupo control (0,065; Tabla 5, seccion de
resultados). Estos resultados, fueron asociados, segtn el andlisis de OR, a un aumento en el
riesgo a padecer TVP de un 27 % en presencia del alelo de riesgo -308 A (ORpac -TvP + AR/CTRL
+ AR = 1,275 (0,578-2,811 IC 95%; p>0,05), aunque no estadisticamente significativo;
resultados los cuales sugieren una tendencia al aumento del riesgo al desarrollo de TVP como

patologia clinica.

Pocos estudios han sido publicados con el objetivo de relacionar la presencia de los
diferentes alelos para el polimorfismo-308 G>A en el gen TNFA con el desarrollo de TVP
particularmente; siendo mas ampliamente estudiado o relacionado con patologias asociadas
a la trombosis del tipo arterial. Una de las investigaciones mas completas publicadas es el
estudio BRATROS (por sus siglas en inglés: Brazilian Thrombosis Study), realizado por
Pieroni y colaboradores (2007) en Brasil, en donde se detectaron 6 polimorfismos en cuatro
genes diferentes que codifican para distintas citoquinas relacionadas principalmente con el
proceso inflamatorio: IL6 -174 G>C (rs1800795), IL10 -1082 G>A (rs1800896) el
polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA. En ese estudio fueron analizados 420 pacientes
diagnosticado con TVP y 420 individuos controles, donde no encontaron ningun tipo de
asociacion entre la presencia del alelo de riesgo -308A y el desarrollo de TVP, referente a un
valor de OR=1. Asi mismo, en dicho estudio no se logré determinar alguna asociacion génica
importante con el riesgo de desarrollo de TVP, al considerar los otros alelos de riesgo para

los otros polimorfismos incluidos en este estudio (Pieroni y col., 2007).

Otro estudio interesante, fue el realizado por Unal y colaboradores en el 2008 en una
poblacién de nifios con un promedio de edad de 5 afios con presencia de TVP, en donde se
analizaron los polimorfismo -174 G>C (rs1800795) en el gen que codifica para la IL6 y el

polimorfismo -308 G>A en el gen que codifica para el TNF-a. En el estudio, no se encontrd
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relacion entre la presencia del alelo de riesgo -308A con el desarrollo de TVP en nifos;
resultados los cuales fueron sugeridos no solo mediante el analisis genético y estimaciones
de riesgo, sino también mediante los valores obtenidos de la cuantificacién de los niveles
TNF-a a partir de muestras de suero provenientes de los pacientes e individuos controles; en
donde no se encontré diferencias significativas en los niveles de esta citoquina entre ambos

grupos de estudio (Unal y col., 2008).

Un estudio mas reciente fue publicado en el 2012 por Harakova y colaboradores en
poblacioén de Republica Checa, el cual incluyd 67 pacientes diagnosticados con TVP y 62
individuos sin historia personal ni familiar de TVP con una edad promedio de 50 afios. Estos
investigadores, determinaron un aumento en el riesgo de casi tres veces de padecer de una
TVP en presencia del alelo de riesgo -308A (OR=2,64 (1,18-5,87 IC 95 %), valor

estadisticamente significativo.

Cabe la pena destacar, que si bien no existe un gran niumero de trabajos publicados
en donde se busque una relacion entre el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA y el
desarrollo de TVP, en aquellos donde se investigd se ha observado en la mayoria de los ellos
al igual que en el presente trabajo, una asociacion no significativa entre la presencia del alelo
de riesgo -308A y el desarrollo de esta patologia en particular. Sin embargo, es importante
ampliar el tamafio de la muestra analizada, al igual que el nimero de estudios en otros grupos
poblacionales para poder obtener resultados mas concluyentes al respecto. Por su parte, estos
resultados sugieren, que dicha variante génica ha sido mas ampliamente relacionada con
patologias tromboticas arteriales.

Por ultimo, se investigo el efecto en el riesgo de desarrollo de IAM, ACV y TVP, en
presencia de la coexistencia de multiples alelos de riesgo en un mismo individuo, por lo que
se realizo el andlisis del efecto aditivo de tres alelos de riesgo para tres SNPs en genes
diferentes: el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA, el polimorfismo 20210
G>A (rs1799963) en el gen que codifica para el factor 2 o protrombina y el polimorfismo
c.1691 G>A (rs6025) en el gen que codifica para el F5 de la coagulacion sanguinea. Debido
a que no se encontraron individuos que presentaran el alelo de riesgo en dos o en los tres
polimorfismos considerados, no fue posible realizar los calculos de OR respectivos. Por esta

razon, no se pudo determinar la existencia de un incremento en la susceptibilidad génica en
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presencia de més de un alelo de riesgo y establecer asi, una relacion entre marcadores génicos

coexistentes asociados a procesos procoagulantes e inflamatorios.

7.3 Efecto de diferentes factores de riesgo en el desarrollo de las ECs.

Las ECs como ya ha sido mencionado anteriormente, estan asociadas a una gran
variedad de factores, que clasicamente han sido divididos en dos grandes grupos, los de tipo
modificable, como el habito tabaquico, el estrés, entre otros; y los no modificables, como la
edad, el sexo o la herencia. Es por esto, que para lograr desarrollar estrategias efectivas para
la prevencion de estas enfermedades, es importante el conocimiento de la prevalencia de
estos factores en diferentes regiones geograficas, asi como en los diferentes grupos étnicos
(Yusuf'y col., 2004).

Con el fin de evaluar el efecto de los factores de riesgo clasico y el riesgo de desarrollo
de las diferentes patologias cardiovasculares, en el presente estudio se determind una
correlacion positiva entre la presencia del género masculino, edad e HTA con el desarrollo
de IAM. Por su parte, inicamente se observo una correlacion positiva entre la edad y el
desarrollo de TVP.

Uno de los estudios mas importantes que tuvo como objetivo determinar el riesgo de
diversos factores con el desarrollo de las ECs, principalmente en relacion al IAM, fue el
estudio INTERHEART, en el cual se analizo6 el riesgo asociado a diferentes factores de riesgos
como la HTA, la diabetes mellitus, habito tabaquico, la edad, el género y el origen étnico.
Entre los resultados mas relevantes obtenidos en este estudio, se obtuvo que en relacion al
desarrollo del IAM, en individuos con edades superiores a los 40 afios los principales factores
de riesgo asociados de manera significativa fueron la HTA con un riesgo de casi tres veces
(OR= 2,95 (2,57-3,39 IC 95 %)) y la diabetes mellitus con un riesgo de mas de 4 veces
(OR=4,26 (3,51-5,18 IC 95 %)) en poblacion femenina. Por su parte, el habito tabaquico fue
asociado con un incremento en el riesgo de hasta tres veces en poblacién masculina (OR=3,05
(2,78-3,33 IC 95 %)). De esta manera, ese estudio sugiere el impacto de la presencia de la
HTA, diabetes y habito tabaquico como tres de los principales factores de riesgo clasicos

asociados con el padecimiento de un IAM, particularmente en individuos mayores de los 40
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afnos (Yusuf'y col., 2004). Mas atn, estos investigadores determinaron que en presencia de
los tres factores de riesgo antes mencionados (tabaquismo, diabetes y HTA), se obtuvo un
incremento de hasta 13 veces en el riesgo de padecer un IAM (OR=13,0 (10,7-15,8 IC 95
%)); demostrando asi, la influencia de la coexistencia de multiples factores en el incremento
del riesgo de desarrollo de este tipo de enfermedades, caracteristico de su etiologia
multifactorial (Yusuf'y col., 2004).

De esta manera, la presencia de factores de riesgo como el género, la edad avanzada,
la diabetes, la HTA y el habito tabaquico, han sido algunos de los principales responsables
del desarrollo de las ECs, tales como el IAM, ACV y TVP, debido a diferentes mecanismos
de accion, factores los cuales van a conllevar de una u otra forma al desarrollo de disfuncién
endotelial.

En relacion a la edad, los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron un
aumento en el riesgo de padecer IAM y TVP a medida que se aumenta la edad. Los efectos
de edad en el desarrollo de muchas enfermedades est4 relacionado en gran medida con el
denominado envejecimiento celular, en donde por ejemplo, se presentan una mayor cantidad
de globulos rojos con propiedades mecanicas subdptimas (Kameneva y col., 1998). Ademas,
con la edad la actividad del corazon tiende a deteriorarse, puede aumentar el grosos de sus
paredes, las arterias pueden endurecerse y perder su flexibilidad (aterosclerosis), y cuando
esto sucede, el corazon no bombea eficientemente la sangre a los diferentes mutisculos del
cuerpo. Adicionalmente, a medida que aumenta la edad, el ejercicio fisico va disminuyendo,
es decir, el tipo de vida es mas sedentario, de tal forma que la sangre se mueve mas lentamente
y esta mas propensa a coagular, sumado a esto, la posible deposicion de grasa, que resulta en
posibles complicaciones cardiacas (Kameneva y col., 1998).

Con respecto al género, los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron un
aumento de riesgo de padecer un IAM en individuos de género masculino. Estos resultados
son concordantes con los resultados publicados por Doggen y colaboradores en 1998, en
donde se ha reportado que los hombres presentan la mayor incidencia de 1AM, con 60
individuos afectados por cada 10.000 hombres, principalmente en edades comprendidas entre
los 55 y 59 afios; mientras que en las mujeres la incidencia es de 1,5 individuos afectados por
cada 10.000 mujeres (Doggen y col., 1998). En cuanto a la relacién del género con el

desarrollo de ACV, si bien no se pudo observar asociacion entre el género y el desarrollo de

68



esta patologia en este trabajo, ha sido determinado que en la mayor parte de grupos etarios,
los hombres presentan una mayor incidencia de la enfermedad; sin embargo, en edades
superiores a los 85 afios las mujeres son las que presentan un mayor riesgo de padecer de un
ACV (Roy-O'Railly y McCullough, 2014). Adicional a ello, en un estudio realizado por
Petrea y colaboradores en 2009, en donde se evaluaron 1.136 pacientes con ACV (638
mujeres), también se determind que las mujeres eran mas propensas a encontrarse
discapacitadas para realizar tareas cotidianas después de sufrir de un ACV isquémico (Petrea
y col., 2009).

EL TAM afecta en mayor medida a hombres, lo cual ha sido atribuido al hecho de que
el género femenino esta sujeto a una proteccion estrogénica en su edad fértil, debido a que
los estrogenos aumentan la actividad de los receptores de lipoproteinas de baja densidad,
actividad que disminuye con la edad, lo que podria explicar ademas el aumento de colesterol
plasmatico con la edad. Ademas, los estrogenos aumentan la concentracion de lipoproteinas
de alta densidad (colesterol bueno, HDL), las cuales brindan proteccion sobre las cardiopatias
coronarias y son anti-aterogenicas (Rodriguez y col., 1998).

Ahora bien, con respecto al desarrollo de TVP y el riesgo asociado con el género, en
un estudio publicado en el 2010 por Bauersachs y colaboradores, en donde analizaron 4.777
pacientes diagnosticados con TVP, determinaron que el padecimiento de TVP es mads
frecuente en mujeres que en hombres (2.998 vs. 1.779). Sin embargo, la prevalencia de la
enfermedad fue mayor en hombres (37 % vs. 24,3 %). Mas aun, estos investigadores
concluyen que dependiendo del rango de edades, el riesgo de padecer una TVP puede ir
variando entre hombre y mujeres (Bauersachs y col., 2010). En general, las mujeres en edad
fértil y principalmente durante el embarazo, presentan mayores niveles plasmaticos de
factores de coagulacion F7, F8, F10 y FI (fibrindgeno), asi como menor actividad
fibrinolitica; razoén por lo cual el riesgo de sufrir una TVP sea mayor bajo estas condiciones
(Peeters, 2001).

En relacion a la HTA, diferentes investigadores han encontrado un estrecha relacion
entre altos valores de presion arterial (a partir de 115/75 mmHg) con el desarrollo de las ECs
(Lewington y col., 2002). En este sentido, la HTA ha sido asociada como una de las
principales causas del desarrollo de patologias como el IAM, el ACV y TVP. Con respecto

a este punto, en el presente trabajo unicamente se determind una correlacion positiva entre
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este factor de riesgo con el desarrollo de IAM, resultado el cual se apoya a los obtenidos por
numerosos estudios, en particular el estudio INTERHEART mencionado anteriormente,
donde estimaron un riesgo incrementado de sufrir un IAM en presencia de HTA de casi tres
veces (Yusuf y col., 2004). Por su parte, en relacion al padecimiento de un ACV, el estudio
INTERSTROKE, realizado por O'Donnell y colaboradores en el 2010, el cual incluy6 3000
pacientes con ACV y 3000 individuos controles, se encontr6 igualmente un aumento de
riesgo de casi tres veces de padecer un ACV en presencia de HTA (OR=2,64 (2,26-3,08 IC
95 %)), siendo también un importante factor de riesgo en el desarrollo de esta patologia
(O’Donnell y col., 2010). Por ultimo, con respecto al desarrollo de TVP, al igual que para el
caso de ACV, en este trabajo no se encontrd asociacion significativa entre la HTA y esta
enfermedad. En comparacion con la bibliografia, la HTA no se encuentra dentro de los
factores de riesgo asociados comunmente a esta patologia, por lo que no se han realizado
trabajos extensos en la busqueda de una relacion entre la HTA y el desarrollo de TVP (Heit
y col., 2000).

Adicionalmente, se decidi6 evaluar la relacion entre la presencia del alelo de riesgo
para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA, con el desarrollo de HTA,
encontrando que para el grupo de pacientes con ACV y TVP, no se encontrdé un aumento de
riesgo significativo (OR=1,002 vs. 1,005, respectivamente). Sin embargo, en el caso del
grupo de pacientes infartados, se obtuvo un incremento en el riesgo de 2,5 veces de padecer
HTA en presencia del alelo de riesgo -308A.. Estos resultados, son consistentes con un estudio
realizado por Skookoian y colabores en el 2005 en donde determinaron que la presencia del
alelo de riesgo -308Aestd asociado a una mayor presion sistdlica que en individuos no
portadores de dicho alelo (Skookoian y col., 2005).

También existen otras patologias que pueden estar asociadas al riesgo de padecer una
EC, tal es el caso de la diabetes mellitus, en donde la hiperglicemia asociada a esta conlleva
a un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), disfuncion
endotelial y al desarrollo de aterosclerosis, incrementando asi el riesgo a sufrir una EC (Tébar
y Escobar, 2009). Ello fue evidenciado en el estudio INTERHEART, el cual determin6 un
riesgo asociado a la diabetes con el desarrollo de IAM de poco mas de cuatro veces. Por su
parte, en un estudio realizado en el 2007 por Janghorbani y colaboradores, encontraron que

en mujeres diabéticas de entre 30 y 35 afios de edad existe un riesgo aumentado de entre 2 a
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6 veces de padecer un ACV. Sumado a ello, estos autores evaluaron el efecto combinado de
la diabetes y la HTA con el desarrollo de ACV, encontrando un aumento de mas de cuatro
veces de padecer esta enfermedad en presencia de la coexistencia de ambos factores de riesgo
(Janghorbani y col., 2007). En el caso de su asociacion o relaciéon con la TVP, se ha
encontrado que en pacientes con presencia de diabetes existe un riesgo incrementado de casi
tres veces (OR=2,71) de padecer una TVP, en comparacién con individuos sanos, sin
importar el género o la edad (Zhao y col., 2014).

Otro factor de riesgo ampliamente estudiado ha sido el habito tabaquico, el cual es
conocido como uno de los principales factores de riesgo modificables asociado al desarrollo
de las ECs, teniendo un efecto predominante en los eventos coronarios agudos y aterogenesis,
en donde los principales mecanismos involucrados son: la trombosis, disfuncion endotelial e
inflamacion. Ello se atribuye a que el tabaco esta asociado a la activacion plaquetaria, ya sea
por disfuncion endotelial, como por el efecto directo de oxidantes quimicos; generando asi
una mayor agregacion plaquetaria y por ende un estado de hipercoagulabilidad, afectando la
trombogenicidad de las placas de ateroma establecidas. Sumado a ello, el cigarrillo genera
una respuesta inflamatoria crénica asociada a un incremento en los niveles de fibrinégeno y
a un aumento en los globulos rojos, producto de compensar la hipoxia relativa producida por
el monoxido de carbono, incrementando la viscosidad de la sangre y la trombogénesis
(Benowitz, 2003).

En el presente trabajo no se logré encontrar asociacion entre el habito tabaquico y el
desarrollo de ninguna de estas enfermedades, aunque es bien conocido que individuos
fumadores poseen el doble de riesgo a desarrollar una EC en comparacion a los individuos
no fumadores. Adicionalmente, se ha encontrado que aquellos individuos expuestos
habitualmente al humo de tabaco (conocidos como fumadores pasivos) también presentan un
riesgo incrementado a padecer alguna EC, aunque en menor proporcion (Torrades y Perez,
2006).

De esta forma, se puede decir que un andlisis de los diferentes factores que pueden
estar contribuyendo al aumento del riego cardiovascular en un individuo es de gran
importancia, ya sea para el desarrollo de tratamientos mas efectivos, asi como la toma de
medidas de prevencion que puedan contrarrestar el efecto de estos factores; todo ello unido

al conocimiento de la presencia de alteraciones genéticas que puedan actuar negativa o
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positivamente al desarrollo de patologias como la aterosclerosis. Asi, el conocimiento de
manera integral de todos estos factores permite ayudar a mejorar la etiopatogénesis y

diagndstico de estas enfermedades, y asi desarrollar técnicas mas efectivas para combatirlas.

7.4 Implicaciones e importancia del conocimiento genético del polimorfismo -308 G>A

en el gen TNFA en el riesgo cardiovascular

En la actualidad, conocer las causas que ocasionan las diferentes enfermedades es de
gran importancia para asi poder tratarlas y prevenirlas eficientemente. En el caso de las ECs,
se ha determinado que éstas son causadas por una gran variedad de factores, tanto adquiridos
por el individuo como aquellos propios de estos (Yusuf'y col., 2004). Uno de estos factores
inherentes no modificables es el genético, el cual se basa en aquellas alteraciones presentes
en el genoma que puedan alterar en primera instancia la produccion, actividad o accion de
proteinas, que a su vez aumenten o disminuyan el riesgo a padecer una EC (Navarro, 2003).

Asi, el conocimiento de variantes alélicas para ciertos polimorfismos que puedan
afectar las diferentes rutas relacionadas con la coagulacion sanguinea, la fibrindlisis y la
respuesta inflamatoria podria permitir el desarrollo de nuevos medicamentos y técnicas para
tratar las enfermedades (Whitfield, 2014).

En el caso particular del polimorfismo -308 G>A ubicado en el gen TNFA, se ha
determinado que la presencia de la variante alélica -308A genera un aumento en los niveles
transcripcionales del gen y por ende en los niveles de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a
(Wilson y col., 1997). Esta citoquina tiene un papel importante en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria, teniendo asi que niveles muy altos de esta proteina podria causar una respuesta
inflamatoria exacerbada y causar la manifestacion de una EC (Goldsby y col., 2001).
Actualmente, el estudio de este polimorfismo ha estado enfocado principalmente en la
determinacion de su relacion con el padecimiento de diversas enfermedades, que puedan estar
relacionadas directa o indirectamente con la respuesta inflamatoria, por lo que las ECs han

sido una de las principales patologias de interés para diversos investigadores, en la busqueda
de encontrar una relacion directa entre la presencia del alelo de riesgo -308 A como marcador

génico y el desarrollo de EC (Navarro, 2003).
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En cuanto a las maneras de prevencion y tratamiento de las ECs que involucren el
conocimiento del riesgo genético, en la actualidad se han desarrollado nuevas ramas de la
medicina y genética como la nutrigenética y la nutrigenomica. La primera se encarga de
estudiar las variaciones genéticas en la respuesta del organismo a los nutrientes y/o
componentes de la dieta, permitiendo personalizar la dieta en funcion de la constitucién
genética del individuo; mientras que la nutrigenomica estudia la influencia de los nutrientes
en la expresion de los genes, por lo que pretende proporcionar un conocimiento de aquellos
componentes de la dieta que contribuyen a la salud mediante la alteracion de la expresion de
diferentes genes (Subbiah, 2007).

Algunos estudios como el realizado por Arkadianos y colaboradores en 2007, se han
dedicado a determinar las posibles mejoras a la salud que puede presentar la implementacion
de una dieta personalizada basada en el conocimiento de la constituciéon genética del
individuo. Este estudio tuvo como objetivo determinar si estas dietas personalizadas, en base
al conocimiento de riesgo genético para ciertos marcadores considerados, presentan una
mejor eficiencia en la pérdida de peso de individuos obesos (Indice de masa corporal: 32
Kg/m?), en comparacion de la implementacion de una dieta convencional. Para ello, este
estudio determin6 24 variantes genéticas presentes en 19 genes relacionados con diferentes
metabolismos o procesos bioldgicos, dentro de los cuales se incluyo el polimorfismo -308
G>A en el gen TNFA. Asi para el caso particular de la variante en el gen TNFA, aquellos
individuos que presentaron el alelo de riesgo -308 A para este polimorfismo, su modificacién
dietética consistio a la ingesta como suplemento de omega 3 como recomendacion (700-
1.400 mg); esto debido a que se ha visto que la presencia de ciertos acidos grados como el
omega 3, tienen la capacidad de disminuir la produccién de TNF-a; aunque no se conoce el
mecanismo preciso por el cual se produce esta accion (Grimble y col., 2002).

De esta manera, en base a las recomendaciones o modificaciones de la dieta
particulares realizadas a cada individuo segin su perfil genético, estos investigadores
observaron que luego de realizar un seguimiento por 300 dias, se observd que aquellos
individuos sujetos a la dieta personalizada fueron més propensos a perder peso (73 %) que
aquellos expuestos a una dieta normal (32 %), demostrando que una dieta disefiada tomando
en cuenta la carga genética del individuo permite no s6lo una mas rapida reduccion del peso,

sino también un mejoramiento de la salud de las personas (Arkadianos y col., 2007)
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Otra disciplina que ha tomado gran importancia gracias a los conocimientos cada vez
mas especializados en el campo de la genética es la farmacogenética. Esta es una rama de la
farmacologia que se encarga de estudiar las variaciones genéticas que determinan la accion
de drogas, determinando su eficacia, seguridad y/o toxicidad. Por otra parte, se tiene la
farmacogendmica que se encarga del estudio de los genes farmacologicamente relevantes,
con el fin de definir nuevos blancos terapéuticos, basados en el estudio del efecto de la
administracion de distintos farmacos, sobre la expresion de genes en un tejido determinado
(Arnett y col., 2006).

La importancia del desarrollo de medicamentos que puedan contrarrestar los dafios
ocasionados por las ECs, con blancos de accidn especificos a proteinas o a sistemas que estén
relacionados con estas enfermedades, ha sido un campo de creciente interés. Para el caso de
problemas con la respuesta inflamatoria, la administracion de medicamentos, estan basados
principalmente en anticuerpos monoclonales como el infliximab y el adalimumab, los cuales
son anticuerpos anti-TNF, que actiian inhibiendo su accion (Kooloos y col., 2007). En este
sentido, estos medicamentos podrian tener la capacidad de ayudar a contrarrestar los efectos
de la presencia del alelo de riesgo para el polimorfismo -308 G>A en el gen TNFA,
observando una mejor respuesta anti-inflamatoria en individuos portadores del mismo.

De esta manera, en base a lo anteriormente expuesto, es importante que todos estos
estudios realizados en pacientes con EC y la aplicacion de tratamientos, venga acompafiada
por el consejo genético adecuado, que no es mas que la rama de la medicina que se encarda
de informar, educar y dar soporte a aquellas personas que presentan una enfermedad genética
0 que pueda tener un alto riesgo segiin su componente genético; teniendo que un consejo
genético adecuado servird para disminuir el estrés y mejorar la vision de los pacientes hacia
las posibles formas de tratamiento de su enfermedad (Hershberger, 2008). Ademas, al
momento de realizar estos estudios se debe tener siempre presente las consideraciones éticas,
las cuales son muy especificas en cuanto a la confidencialidad de la informacién obtenida, la
manera de obtencion de las muestras y la forma como son expuestos los resultados a los
pacientes. Ademas, es importante resaltar el manejo consciente de las implicaciones
comerciales y el impacto que puedan tener estas investigaciones para el individuo y la
sociedad en general. Debido a ello, con respecto a los estudios en el area de la genética

humana, la organizaciéon mundial de la salud desde 1999, ha publicado las bases éticas sobre
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las cuales debe estar cualquier investigacion en este ambito, dentro de las que se incluye la
solidaridad (beneficio individua y social), autonomia (independencia de los pacientes de
poder tomar una decision propia, ausencia de dafio (que la investigacion no incurra en dafios
para el individuo ni la sociedad) y justicia (principio de equidad); asi mismo, el tomar en
cuenta factores como la cultura de los pacientes de manera imparcial y la proteccion de la
informacion genética, siendo esta de caracter reservado (OMS, 1999).

En resumen, se ha determinado que las ECs, son enfermedades multifactoriales en
donde se relacionan una extensa cantidad de factores, ya sean aquellos propios del individuos
como la edad, el sexo, el origen étnico y la herencia, asi como aquellos adquiridos como el
habito tabaquico, la diabetes o el estrés, que pueden alterar diferentes mecanismos de
regulacion de la hemostasia, funcion endotelial, inflamacion, coagulacion sanguinea, que en
ultima instancia podrian ocasionar un IAM, ACV o TVP. Es por esto, que el estudio de
alteraciones genéticas que puedan estar afectando de alguna manera el estado natural del
sistema circulatorio e inflamatorio, representa una importante herramienta para la creacion
de nuevos tratamientos y maneras de prevencion cada vez mas efectivas, y asi reducir el
numero de casos y muertes por ECs a nivel mundial.

Para el caso del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA se ha
encontrado que tiene una importante relacion con el aumento de los niveles de TNF-a y por
ende con una acciéon exacerbada de la respuesta inflamatoria, teniendo una marcada
influencia en el desarrollo de las ECs, principalmente como se demostro6 en este trabajo, con
el desarrollo de IAM, pudiendo convertirse en un importante marcador genético a ser
considerado para la estimacion o determinacion de riesgo asociado a esta enfermedad; con
el fin ultimo de crear nuevas y mejores forma de tratamiento, ya sea la implementacion de
herramientas de nutrigenética de manera individualizada, ramas que cada vez presentan
mayor importancia en el tratamiento de las ECs en la actualidad. Asimismo y no menos
importante, poder realizar una estimacion de riesgo genético en poblacién sana para
implementar las modificaciones y recomendaciones necesarias en el estilo de vida y realizar

el estudio de seguimiento necesario en el tiempo, con el fin ultimo de la prevencion.
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VIII. CONCLUSIONES

La distribucion de los alelos para el polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen
TNFA se encontro bajo los postulados de equilibrio deHerdy-Weinberg.

La mayor frecuencia para el alelo de riesgo -308 para el polimorfismo -308 G>A en
el gen TNFA se obtuvo en el grupo de los pacientes con IAM (0,163), seguido por los
pacientes con TVP (0,090), y el grupo de pacientes con ACV (0,068) y por ultimo,
en el grupo de individuos controles (0,065).

Se determino un incremento de casi tres veces en el desarrollo de IAM en presencia
del alelo de riesgo -308A del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el gen TNFA.
Por su parte, se determind un incremento de 2,5 veces en el riego de desarrollo de
HTA.

Se observo un aumento del riesgo de un 27 % (OR= 1,275) de padecer una TVP en
presencia del alelo de riesgo -308A del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el
gen TNFA, aunque el resultado no fue estadisticamente significativo.

Se detect6 un incremento de un 6 % (OR=1,062) en el riesgo de padecer un ACV en
presencia del alelo de riesgo -308A del polimorfismo -308 G>A (rs1800629) en el
gen TNFA, aunque el resultado no fue estadisticamente significativo.

Se determind una correlacion positiva entre las variables edad, género masculino e
HTA con el desarrollo de IAM. Con respecto al desarrollo de TVP, Gnicamente se
determino una correlacion positiva con la variable edad.

No se encontrd correlacion positiva entre la presencia de ninguno de los factores de
riesgo evaluados y el desarrollo de ACV.

Se observé que la presencia del alelo de riesgo -308A del polimorfismo -308 G>A
(rs1800629) en el gen TNFA, esta fuertemente relacionado con el desarrollo de IAM,
pudiendo servir como un marcador genético importante para esta patologia en
particular. Ademas se evidencia la importancia del diagndstico molecular, con el fin
de mejorar el conocimiento de las ECs unido a la utilizacion de nuevas disciplinas
como la nutri y farmacogenetica, y asi mejorar el tratamiento de las personas con
alguna de estas patologias y en el caso de la poblacion sana mejorar la prevencion y

asi disminuir la alta tasa de mortalidad de estas enfermedades.
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No se pudo determinar el efecto aditivo de la presencia de los polimorfismo -308
G>A en el gen TNFA (rs1800629), el polimorfismo 20210 G>A (rs1799963) en el
gen que codifica para el Factor II y el polimorfismo ¢.1691 G>A (rs6025) en el gen que

codifica para el Factor V, debido que no se encontraron individuos con los él alelo de riesgo

para los tres polimorfismo.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado

CONFIDENCIAL

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

(Hoja 1 de 3)

Titulo del Estudio:DETECCION DE POLIMORFISMOS EN GENES CANDIDATOS PARA
EL DESARROLLO DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Objetivos de la investigacion:

Usted esta invitado a participar, donando una muestra de su sangre, en un estudio donde mediante analisis
genéticos y bioquimicos se detectara la presencia de alteraciones o polimorfismos en genes candidatos para el
desarrollo de EC (EC), y por ende con un aumento en riesgo de padecer un infarto agudo del miocardio (IAM).

Procedimientos:

El estudio tendra una duracion de tres anos. Si usted acepta participar necesitaremos:

1. De una muestra de sangre (20 cc).

2. Que le suministre al médico tratante la informacion requerida para rellenar la historia
médica.

3. Que podamos contactarlo en caso de requerir una segunda muestra o datos adicionales que
complementen dicho estudio.

Con su muestra de sangre se procedera unica y exclusivamente al andlisis genético y bioquimico que permitan
determinar si usted posee algunas de las alteraciones genéticas asociadas con el desarrollo de EC, en particular
IAM.

Los analisis genéticos seran realizados mediante técnicas de biologia molecular que permitan identificar las
alteraciones en genes relacionados con el metabolismo de los lipidos, disfuncién endotelial, sistema renina-
angiotensina-aldosterona, coagulacion y fibrinodlisis. Sumado a ello, las pruebas bioquimicas permitiran
corroborar el fenotipo clinico asociado a la presencia de dicha alteracion, mediante ensayos que permitan
determinar los niveles de las diferentes moléculas involucradas en los distintos procesos.

Las muestras seran almacenadas en el Laboratorio de Genética Molecular Humana bajo la responsabilidad de
la Dra. Antonietta Porco y el resto de la muestra sera conservada hasta finalizar la investigacion después de la
cual sera desechada.

CONFIDENCIAL
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CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

(Hoja 2 de 3)

Importancia y beneficios de su participacion:

Mediante este estudio, que podra realizarse gracias a su valiosa colaboracion con s6lo proporcionar una muestra
de su sangre, se podra avanzar en la comprension de las causas a nivel genético del desarrollo de la EC.
Asimismo, estos resultados permitiran al médico responsable,la aplicacion de tratamientos mas efectivos para
su mejoria y permitira aplicar los correctivos necesarios para evitar quesufra complicaciones en un futuro.

Por otra parte, ademas de los beneficios mencionados anteriormente que podra proporcionarle a corto plazo este
estudio, los resultados obtenidos con su muestra a su vez permitiran obtener datos que seran utilizados para
establecer una estadistica de las causas de la EC en nuestro pais. Los resultados obtenidos una vez finalizado
este estudio seran publicados en revistas cientificas especializadas.

Riesgos:
Su participacion no implica riesgo ni inconveniente para su salud ni la de sus familiares.
Confidencialidad:

Todos los datos obtenidos de la investigacion seran mantenidos en absoluto secreto y toda la informacion sobre
su persona sera solo accesible a los investigadores y médicos involucrados en el estudio. Su identidad no sera
hecha publica en ninguno de los manuscritos cientificos o en las presentaciones que se realicen en eventos
cientificos.

Derecho a negarse a participar:

La participacion es este estudio es voluntaria. Usted puede negarse a participar en el estudio o interrumpir su
participacion en cualquier momento. Si usted se niega a participar en el estudio, esto no afectara el tipo de
atencion que recibird por parte de su médico.

Preguntas:

Debido a que se utilizaron algunos términos técnicos en este formulario de consentimiento, si existe algo que
usted no entienda, por favor pregunte sobre esto sindudarlo.

Por favor tome su decision de participar en este estudio so6lo después de haber examinado detenidamente el
contenido de este formulario.
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CONFIDENCIAL

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

(Hoja 3 de 3)

En caso de emergencia o que tenga cualquier pregunta, en cualquier momento sobre el estudio por favor
contacte al investigador principal:

Investigador Principal:

Antonietta Porco G.

Centro de Investigacion:

Laboratorio de Genética Molecular Humana B
Universidad Simon Bolivar

TIfs: 0412 9525180, 02129064217

Correo electronico: aporcoQusb.ve

Meédico Responsable:
Centro de Investigacion:
Hospital Militar.

Tlfs:

Correo electronico:

Consentimiento:

Yo, portador(a) de la cédula de identidad he sido informado(a) de
manera amplia, clara y sencilla y mis preguntas han sido contestadas en relacion al estudio sobre el “Deteccion
de polimorfismos en genes candidatos para el desarrollo de enfermedad cardiovascular”, que se llevara a cabo
en forma conjunta entre el Laboratorio de Genética Molecular Humana B de la Universidad Simén Bolivar
(USB, el Laboratorio de Investigaciones Endocrinoldgicas del Hospital Militar Dr. Carlos Arvelo, coordinado
por la Dra. Antonietta Porco y por lo tanto manifiesto estar de acuerdo en participar en ¢él, por lo que autorizo
me sean tomadas las muestras sanguineas necesarias para tal fin. He recibido una copia de este consentimiento.

Nombre y apellido:
Firma:
Fecha: //

Firma del investigador principal
Testigos:

Nombre y apellido C.I. Firma

1.

2.
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Registro N°

Anexo 2. Planilla de recoleccion de datos
Universidad Simén Bolivar
Division de Ciencias Biologicas

@
Departamento de Biologia Celular

Laboratorio de Genética Molecular Humana B

Deteccion de polimorfismos en genes candidatos para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular

VI. Datos de identificacion del paciente
Apellidos: ,Nombres: ,
F.N , Sexo: F M , Edad: , Referido por: HMPC _ BMS s
Lugar de
nacimiento ,Teléfono / ,Direc
cion y

Fecha de Ingreso , N°Historia Hospital: ,

Diagnéstico Clinico: IAM IAM(2) CIC Control: Otro ,

(IAM: infarto agudo del miocardio, CIC: cardiopatia isquémica cronica)

Polimorfismosa determinar: apoB (c.7673C>T) , apoE(E2-E3-Ey) , LPL (c.1595
C>Q) , CETP (-629 C>A) , eNOS (c.984 G>T) ; MTHFR (c.677C>T) __ ; FI1 (20210

G>A) ; FV (c.1691G>A) , PAI-1-675_674ins , Otros ,

II. Antecedentes Personales

Habito Tabaquico Hiperinsulinismo
Asma Hipercolesterolemia
Hipertension Hipertrigliceridemia
Dibetes Mellitus Hiperhomocisteinemia
Cateterismo Hiperhomocisteinuria
Enfermedad Arterial Periférica Hipotiroidismo

Infarto Agudo del Miocardio previo Hipertiroidismo

Histiria familiar de EC (Padres o
Abuelos)

Condicidon Postmenopausica

Trombosis miembros inferiores

Proteinuria

Historia familiar de Trombosis venosa

Enfermedades ginecoldgicas de base

C. Post Bypass

Cirugia Previa

Angina de Pecho Nefropatia (Insuficiencia Renal)
Angina de esfuerzo Proteinuria

ACV Insuficiencia Hepética
Hemorragias Anzalhaimer
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Abortos Parkinson

Enfermedad ginecologica Uso Anticonceptivos Orales

Cirugia Previa Cancer
| Obesidad | Otros | | L
Bioquimica

Proteinas Totales PT

PTT
INR

Hierro Niveles de Fibrinogeno (FI)

Albumina Actividad de FII

Globulinas Niveles de FV

Colesterol Total Proteina S

Triglicéridos Totales Proteina C

HDLc Niveles de FIX

LDLc AT I

IDLc CKT

VLDLc CKMB

Glicemia Troponina T

Urea Niveles peroxidacion lipidica (MDA)

Creatinina Otros

Proteina C Reactiva

Antifosfolipidos

Folato, B12 | |

IV. Tratamiento

Aspirina Beta Bloqueante:
Tipo:

Clopidogel Estatina:
Tipo:

Ticlodipina Antihipertensivos

Heparina BPM Otros

Tipo:

Anticoagulantes orales:

Tipo:

Nitratos:

Nitratos VEV (horas)

Nitratos VO

VI.Observaciones:
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Anexo 3. Concentraciones y purezas de los ADNg aislados.

Muestra Concentraciéon | Pureza Muestra Concentraciéon | Pureza
(mg/ml) (Az60/A2s0) (mg/ml) (Az60/A2s0)
Control Paciente
0-2¢ 248,65 1,60 A001 154,00 1,48
0-3c 168,46 1,87 A002 138,00 1,34
0-4c 174,35 1,65 A003 40,00 1,34
0-8¢ 168,74 1,73 A004 239,00 1,53
0-10c¢ 245,76 1,71 A005 275,00 1,62
0-11c 215,21 1,65 A006 359,00 1,67
0-13c 250,14 1,40 A007 404,00 1,73
0-14c¢ 301,81 1,71 A008 20,00 0,59
0-15¢ 251,23 2,12 A009 132,00 1,41
0-16¢ 213,54 1,67 A010 360,00 1,59
0-18¢ 187,25 1,65 A011 111,00 1,88
0-19c¢ 321,52 1,98 A012 90,00 1,52
0-20c¢ 430,54 2,11 A013 133,00 1,26
0-21c 168,46 1,65 A014 244,00 1,75
0-22¢ 168,74 1,47 A015 229,00 1,75
0-23c¢ 251,23 1,78 A016 192,00 1,59
0-25¢ 213,54 1,98 A017 306,00 1,68
0-26¢ 317,24 2,34 A018 214,00 1,38
0-28¢ 117,98 1,78 A019 262,00 1,57
0-29c¢ 122,02 1,53 A020 327,00 1,70
0-30c¢ 119,12 1,76 A021 301,00 1,76
0-31c 100,52 1,89 A022 127,00 1,60
0-32¢ 80,01 1,67 A023 40,00 1,34
0-33c 1142 1,64 A024 196,00 1,60
0-34c 215,67 1,82 A025 30,00 1,51
0-35¢ 104,1 1,59 A026 193,00 1,44
0-37¢ 375,33 1,67 A027 114,00 0,00
0-38¢ 102,69 1,59 A028 80,00 0,00
0-39¢ 169,15 2,87 A029 285,00 0,00
0-40c 371,78 1,68 A030 453,00 3,87
0-41c 186,34 1,85 A031 105,00 0,00
0-42¢ 238,76 1,72 A032 272,00 0,00
0-43c¢ 557,02 1,44 A033 254,00 0,00
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0-44c¢ 179,76 2,73 A034 537,00 3,04
0-45¢ 298,89 1,52 A035 307,00 4,28
0-46¢ 179,67 1,65 A036 339,00 4,36
0-47¢ 211,56 1,36 A037 587,00 3,03
0-48¢ 187,78 1,60 A038 324,00 4,78
0-49¢ 149,23 1,87 A039 255,00 0,00
0-50c 136,78 1,65 A040 124,00 0,00
0-51c 213,67 1,73 A041 90,00 0,00
0-52¢ 152,56 1,71 A042 104,00 0,00
0-53¢ 243,12 1,65 A043 113,00 0,00
0-54¢ 164,78 1,40 A044 195,00 0,00
0-55¢ 390,78 1,71 A045 117,00 2,97
0-56¢ 286,64 1,49 A046 101,00 0,82
0-57¢ 212,89 1,59 A047 131,00 2,09
0-59¢ 299,67 1,60 A048 80,00 2,71
0-60c 420,65 1,68 A049 600,00 1,74
0-61c 345,45 1,01 A050 50,00 1,01
0-62¢ 170,98 1,47 A051 90,00 1,30
0-63¢ 173,43 1,56 A052 80,00 4,11
0-64¢ 203,78 1,44 A053 21,00 1,80
0-65¢ 174,32 1,38 A054 81,00 1,63
0-66¢ 124,87 1,90 A055 20,00 1,01
0-68¢ 197,67 1,55 A056 60,00 0,00
0-70c 182,11 1,47 A057 80,00 2,71
0-72¢ 165,9 1,4 A058 517,00 1,64
0-74c¢ 112,67 1,19 A059 30,00 0,75
0-77¢ 123,01 1,48 A060 50,00 0,84
0-78¢ 499,78 1,86 A061 20,00 0,00
0-79¢ 102,98 1,29 A062 20,00 0,00
0-80c 397,67 1,90 A063 21,00 0,59
0-81c 213,87 1,70 A064 202,00 1,48
0-82¢ 356,87 1,53 A065 10,00 0,00
0-83¢ 116,15 1,68 A066 30,00 0,00
0-85¢ 271,56 1,56 A067 60,00 0,00
0-86¢ 230,23 1,70 A068 90,00 0,00
0-87¢ 136,00 1,56 A069 100,00 0,00
0-88¢ 231,45 1,49 A070 104,00 0,00
0-89¢ 102,98 1,47 A071 188,00 0,00

95



0-90c 247,78 1,70 A072 209,00 0,00
0-91c 141,22 1,58 A073 51,00 0,59
0-92¢ 121,76 1,52
0-93¢ 225,65 1,51
0-94c¢ 334,76 1,51
0-96¢ 211,87 1,51
0-97¢ 187,78 1,67
0-98¢ 287,91 1,40
0-99¢ 240,78 1,50
100c 210,78 1,52
104c¢ 384,92 1,60
107¢ 219,67 1,80
109¢ 450,43 1,25
110c 199,67 1,55
111c 321,45 1,82
112¢ 412,67 1,46
113¢ 234,56 1,78
114¢ 267,54 2,10
115¢ 321,67 2,31
116¢ 211,34 1,87
117¢ 323,04 1,67
118¢ 213,56 1,59
119¢ 345,12 1,52
120¢ 118,56 1,78
121c¢ 198,34 2,01
122¢ 345,45 1,98
123¢ 267,11 1,56
124¢ 156,87 1,78
125¢ 198 1,67
PROMEDIO 230,34 1,88 PROMEDIO 182,23 1,29
DESVEST 96,78 0,27 DESVEST 141,27 1,21
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Muestra | Concentracion | Pureza Muestra Concentracion | Pureza
(mg/ml) (Az60/A2s0) (mg/ml) (A260/A2s0)
Paciente Paciente

I-5 150,23 1,49 T-001 83.93 1,87
I-6 138,53 1,68 T-002 69.77 1,89
1-7 154,23 1,62 T-003 208.32 1,85
1-8 458,56 1,84 T-004 93.36 1,87
I-9 315,46 1,45 T-005 93.85 1,87
I-10 581,64 1,55 T-006 101.9 1,85
I-11 324,56 1,78 T-007 166.98 1,87
12 215,32 1,67 T-008 59.09 1,85
113 274,51 1,59 T-009 48.79 2,3

I-14 68,95 1,64 T-010 64.78 2,14
I-15 158,93 1,91 T-011 87.26 1,87
I-16 147,79 1,82 T-012 136.55 1,86
1-17 493,32 1,56 T-013 81.83 1,86
1-18 374,78 1,78 T-014 64 1,86
I-19 285,92 1,67 T-015 148.59 1,85
1-20 320,76 1,94 T-016 128.77 1,87
121 295 45 2,11 T-017 39.51 1,84
1-22 305,21 2,89 T-018 68.23 1,88
1-23 154,25 1,42 T-019 16.49 1,96
1-24 206,29 1,69 T-020 26.75 1,94
I-25 457,12 1,58 T-021 211 1,83
1-26 22524 1,72 T-022 19.37 1,89
1-27 117,98 1,81 T-023 190.68 1,84
1-28 464,65 1,8 T-024 126.02 1,82
1-29 344,9 1,56 T-025 14.63 2,09
I-30 154,51 1,76 T-026 22.95 1,93
I-31 450,21 1,79 T-027 4.6 1,92
1-32 295,45 2,22 T-028 50.79 1,9

1-33 110,65 1,45 T-029 27.27 2,04
1-34 305,21 1,67 T-030 72.1 1,86
I-35 154,25 1,94 T-031 35.55 1,93
I-36 457,12 1,63 T-032 91.4 1,89
1-37 280,78 1,56 T-033 29.86 2,01
I-38 225,24 1,83 T-034 70.79 1,89
-39 177,01 1,45 T-035 37.26 1,92
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1-40 117,98 1,59 T-036 50.37 1,89
[-41 464,65 1,65 T-037 12.66 2
[-42 154,51 1,31 T-038 91.13 1,89
1-43 450,21 2,12 T-039 118.31 1,89
1-44 150,23 1,87 T-040 41.8 1,94
1-45 450,08 1,73 T-041 68.88 1,88
1-46 839,36 1,79 T-042 72.76 1,87
1-47 138,53 1,54 T-043 85.06 1,86
1-48 154,23 1,72 T-044 163.83 1,87
1-49 458,56 1,39 T-045 78.19 1,54
1-50 315,46 1,59 T-046 141.46 1,8
I-51 581,64 1,78 T-047 124.65 1,72
[-52 324,56 1,67 T-048 118.25 1,81
I-53 215,32 1,81 T-049 48.95 1,55
1-0.2 174,51 1,66 T-050 79.33 1,67
1-0.3 68,95 1,61 T-051 80.46 1,9
1-0.4 158,93 1,73 T-052 112.21 1,6
1-0.5 174,79 1,88 T-053 69.02 1,86
1-0.6 493,32 1,51 T-054 96.54 1,8
1-0.7 374,78 1,67 T-055 49.12 1,87
1-0.8 285,92 1,84 T-056 59.40 1,83
1-0.9 320,76 1,48 T-057 112.78 1,92
1-0.10 323,89 1,72 T-058 37.15 1,88
1-0.11 123,78 1,36 T-059 131.81 1,76
1-0.12 189,78 2,22 T-060 31.99 1,9
1-0.13 411,76 2,1 T-061 61.25 2,05
1-0.14 254,56 2,01 T-062 34.13 1,7
1-0.15 287,78 1,96 T-063 53.10 1,86
1-0.16 267,43 1,89 T-064 59.04 1,93
1-0.17 221,76 1,39 T-065 84.62 1,78
1-0.18 261,34 1,78 T-066 93.58 1,99
1-0.19 342,54 1,49 T-067 86.44 1,84
1-0.20 312 1,83 T-068 79.36 1,88
1-0.21 276,86 1,81 T-069 78.81 1,87
1-0.22 156,86 1,72 T-070 25.78 1,96
1-0.23 186,43 1,66 T-071 24.20 1,94
1-0.24 224,76 1,59 T-072 111.96 1,64
1-0.25 278,54 1,73 T-073 16.78 1,59
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1-0.26 298,13 1,68 T-074 126.32 1,83
1-0.27 71,75 1,59 T-075 86.88 2,09
1-0.28 187,86 1,51 T-076 34.47 1,9
1-0.29 154,87 1,67 T-077 66.33 1,89
1-0.30 229,23 1,69 T-078 17.16 1,75
1-0.31 375,67 1,83 T-079 96.00 2,1
1-0.32 317,71 1,59 T-080 98.29 1,89
1-0.33 422,24 1,65 T-081 113.77 1,93
1-0.34 298,56 1,41 T-082 34.46 1,82
1-0.35 276,54 1,78 T-083 131.11 2,1
1-0.36 217,53 1,83 T-084 41.27 1,88
1-0.37 267,62 1,63 T-085 97.00 1,92
1-0.38 286,91 1,6 T-086 59.65 1,85
1-0.39 381,57 1,82 T-087 83.80 1,69
1-0.40 145,35 1,69 T-088 30.04 1,74
[-0.41 176,71 1,8 T-089 23.86 1,6
1-0.42 198,01 1,62 T-090 66.67 1,72
1-0.43 256,67 1,58 T-091 116.34 1,88
1-0.44 273,23 1,71 T-092 114.28 1,93
1-0.45 256,34 1,62 T-093 126.34 2,09
1-0.46 198,97 1,41 T-094 46.17 1,87
1-0.47 179,67 1,86 T-095 64.20 1,55
1-0.48 167,78 1,74 T-096 59.49 1,76
1-0.49 287,54 1,76 T-097 77.62 1,98
1-0.50 311,87 1,71 T-098 140.91 1,82
[-0.51 266,72 1,86 T-099 110.51 1,6
1-0.52 276,56 1,54 T-100 126.87 1,92
PROMEDIO 274,86 1,71 PROMEDIO 78.67 1,87
DESVEST 126,47 0,19 DESVEST 43.59 0,12
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