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RESUMEN

Las enfermedades trombdticas son la primera causa de morbilidad y mortalidad en el
mundo, dentro de las cuales las més frecuentes son el infarto agudo al miocardio (IAM), el
accidente cerebro vascular (ACV) y la trombosis venosa profunda (TVP), lo que representa un
problema de salud publica y pérdidas humanas. Existen factores tanto ambientales como
geneticos gque predisponen a estados hipercoagulabilidad, lo cual puede generar la activacion de
un conjunto de mecanismos que promueven la formacion de una barrera o codgulo. Diversos
estudios han sugerido que la presencia de polimorfismos genéticos en los genes que codifican
para algunos factores de coagulacion pudiera estar relacionada con la ocurrencia de trombosis
arterial o venosa. Una de las proteinas de la coagulacion que ha sido involucrada con el riesgo de
padecer patologias tromboéticas es el factor VII. Se han detectado distintos polimorfismos
asociados a este gen, uno de los cuales es el polimorfismo ¢g.10976 G>A, el cual se ha
relacionado con la variacion de los niveles plasmaticos de la proteina de forma activa. En
consecuencia, se ha tratado de relacionar el polimorfismo con distintas patologias tromboticas.
El objetivo de este trabajo fue determinar el genotipio del polimorfismo g.10976 G>A, en el gen
que codifica para el factor VII de la coagulacion, en pacientes que han sufrido infarto agudo al
miocardio (IAM), trombosis venosa profunda (TVP) y accidente cerebro vascular (ACV) y
establecer si existe una relacion con el desarrollo de estas patologias. El andlisis de genotipos fue
realizado mediante la técnica PCR-RFLP a partir del ADN gendmico de 103 pacientes que han
sufrido 1AM, 101 pacientes que han padecido de TVP y 69 pacientes que han sufrido ACV. Sélo
se encontrd asociacion entre el alelo de riesgo A del polimorfismo y la presencia de 1AM
(OR=1,92 1,02-3,61, p valor < 0,05). Ademas mediante un modelo de regresion de curva
logistica, se obtuvo que los factores de riesgo principalmente asociados al IAM fueron el habito
tabaquico, la edad y el sexo masculino, mientras que para el desarrollo de TVP, uno de los
factores de riesgo mas significativo fue el sexo femenino. Segun los resultados obtenidos en este
trabajo, la presencia del alelo A del polimorfismo g.10976 G<A en conjunto de los factores
ambientales tales como edad, sexo, hipertension arterial, en el gen que codifica para el factor VII
de la coagulacion sanguinea, puede ser considerado como un factor predictivo para la presencia
de IAM.
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I. INTRODUCCION

El conocimiento de los mecanismos fisiologicos que involucran los procesos que integran
la hemostasia, nos permite un mejor diagndstico y tratamiento de las enfermedades hemorragicas
y trombdticas. Las enfermedades tromboticas, las cuales se deben a la formacion de un trombo o
coagulo en un vaso sanguineo sin que ocurra una lesion, constituyen, segun lo reportado por la
Organizacién Mundial de la Salud en el 2010, la principal causa de muerte en el mundo, con 17
millones de muertes anuales, ocasionando un grave problema de salud publica mundial

(Martinez-Maurillo y Quintana, 1996; Mifio, 2004).

Entre las enfermedades tromboéticas se encuentran las del tipo arterial y la venosa. Entre
las arteriales, las mas representativas y de importancia para este estudio, son el Infarto Agudo al
Miocardio (IAM) y el Accidente Cerebro Vascular (ACV), generando notable incapacidad fisica
y laboral. Por su parte, se encuentra la enfermedad trombo embdlica venosa, la cual se
caracteriza por la presencia de padecimientos estrechamente relacionados entre si: la Trombosis
Venosa Profunda (TVP) y el Embolismo Pulmonar (EP). La patologia mencionada se inicia con
el primer padecimiento en las extremidades inferiores, y hasta en el 50% de los casos puede

complicarse con el segundo (EP) (Cabrera y col., 2010).

La Sociedad Venezolana de Hipertension ha reportado que en Venezuela, las
enfermedades vasculares representan la primera causa de muerte. Las estadisticas muestran que
para el afio 2007, el infarto agudo al miocardio representd el 20,6% de las muertes y el accidente
cerebro vascular un 7,7%. El Ministerio del Popular Para la Salud (MPPS) reporto en el 2008,
que la incidencia de patologias como el 1AM, son la primera causa de muerte representando el

21,9 % de la poblacion, ademas reporto, que el ACV representd el 7,76% de mortalidad en la



poblacion venezolana. Para el caso de las patologias trombdticas venosas, no se han reportado
ningun tipo de estadisticas, pero la Sociedad Venezolana de Traumatologia y Ortopedia reporto
en el afio 2006, que en Venezuela se observan cerca de 30.000 casos de este tipo de patologias,
lo cual implica una enorme probabilidad de presencia de TVP y/ o EP en la sociedad venezolana

(Hernandez, 2007).

Debido a la alta incidencia de este tipo de patologias en el mundo, se ha hecho imperativo
por pate de los cientificos conocer las causas por las cuales ésta se produce, las medidas para

limitar el dafio ocurrido y las formas para lograr disminuirlo, para asi reducir su incidencia.

Se han descrito distintos factores de riesgo que generan una mayor probabilidad de
padecer este tipo de patologias, y en el caso particular de las enfermedades trombdticas
arteriales, los méas representativos son: la hipertension arterial, la aterosclerosis, el tabaquismo, la
hipercolesterolemia, la diabetes mellitus y la obesidad. Por su parte, en el caso de las patologias
trombéticas venosas, los factores de riesgo mas representativos son: la estasis venosa, los estados
de hipercoagulabilidad, la obesidad y las lesiones endoteliales. Por Gltimo y aplicable en ambos
tipos de patologias, se encuentran aquellos factores inherentes no modificables como la edad
avanzada, el sexo y las variantes de tipo genético (Benitez y col., 2004; Ciruzzi y col., 2002;
Urda y col., 1998).

Entre los factores genéticos, se han descrito numerosas variaciones en los genes que
codifican para las proteinas involucradas en el proceso de coagulacion y fibrinolisis, que afectan
al sistema hemostatico. En distintos estudios se han reportado variantes ubicadas en los genes
que codifican para los factores V, VIII y XII de la coagulacion, asi como la proteina
protrombina, las cuales han sido asociadas con la predisposicion a sufrir trombosis venosa.

Existen otros trabajos en los cuales se han reportado otros tipos de variantes en genes que



codifican para distintas proteinas como son: el fibrindgeno y los factores V y Xll de la
coagulacion, las cuales han sido también asociadas con la predisposicion de sufrir trombosis
arterial. Ademas, en diversos estudios se han reportado distintos polimorfismos en los genes que
codifican para otras proteinas involucradas en el proceso de coagulacion, entre los cuales se
encuentra el polimorfismo g.10976 G>A, ubicado en el exdn 8 del gen que codifica para el factor
VII de la coagulacion sanguinea, siendo este genotipo relacionado con los niveles de la proteina
en plasma. Se ha reportado que altos niveles de este factor puede generar una predisposicion a
las patologias trombdticas. Sin embargo, esta relacion no ha sido claramente establecida ya que
se han obtenido resultados controversiales en distintos estudios. Esto es debido a que en algunos
casos, existe un tamafio poblacional inadecuado y en consecuencia la falta de poder estadistico.
Hasta el momento en Venezuela no se ha realizado ningun trabajo relacionado con este tema en

poblaciones de pacientes que han sufrido ACV, TVP e IAM, asi como tampoco se ha
determinado la frecuencia del polimorfismo g.10976 G>A en la poblacién (lacoviello y col.,

1998; Lane y Grant, 2000; Nour y col., 2005; Ogawa y col., 2004). En este sentido, en el
Laboratorio de Genética Molecular y Humana B (LGMHB) de la Universidad Simén Bolivar, se
investigan las alteraciones genéticas que afectan genes involucrados en el proceso de
coagulacién sanguinea y el sistema fibrinolitico, y su relaciéon con las patologias trombdticas,
como parte de un proyecto de investigacion multicéntrico titulado: “Diagnostico Molecular de
los Polimorfismos Genéticos asociados a la Trombosis Arterial y Venosa”. Especificamente en
este trabajo se propuso investigar el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A en el gen del factor
VII de la coagulacion, a partir de una muestra caso-control en Venezuela y su relacion con el

IAM, el ACV y la TVP, tomando en cuenta la interaccion con los distintos factores de riesgo.



Il. OBJETIVOS

11.1 Objetivo general

Determinar el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A en el gen del factor VII de la
coagulacién sanguinea en pacientes venezolanos que han sufrido de infarto agudo al
miocardio (IAM), trombosis venosa (TV) y accidente cerebro vascular (ACV) e
individuos aparentemente sanos (controles), con el fin de investigar su posible relacion

con el desarrollo de las patologias.

11.2 Objetivos especificos

Determinar el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A en el gen que codifica para el
factor VII de la coagulacion sanguinea mediante el empleo de la técnica PCR-RFLP en
pacientes que han sufrido de infarto agudo al miocardio, trombosis venosa, accidente

cerebro-vascular y poblacién control.

Correlacionar el genotipo del polimorfismo ¢.10976 G>A con factores de riesgo

adquiridos y su asociacion con el infarto agudo al miocardio, trombosis venosa y

accidente cerebro-vascular.
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I1l. MARCO TEORICO

La sangre es un tejido fluido constituido por distintas células y el plasma. En la fraccion
liquida del tejido, se ubican mdltiples sustancias disueltas, siendo las mas abundantes las

proteinas, las cuales transitan por un sistema cerrado denominado sistema circulatorio.

I11.1 Sistema Circulatorio.

El sistema circulatorio (SC) es un sistema cerrado encargado de distribuir la sangre en
todo el organismo, obteniendo los nutrientes, el oxigeno y otras sustancias necesarias para el
metabolismo celular. Esta constituido por el corazon, 6rgano que bombea la sangre a través de
todo el organismo con una presion adecuada; y los diferentes tipos de vasos sanguineos: arterias,
venas Y capilares. Las arterias llevan la sangre del corazon hacia los capilares, las venas retornan
la sangre de los capilares al corazén y los capilares constituyen la mayor superficie de todos los
tipos de vasos sanguineos y es donde ocurre un intercambio bidireccional entre la sangre y los
demas tejidos, transportando oxigeno (O,;) y metabolitos principalmente, asi como
intercambiando didxido de carbono (CO,) y productos de desecho (Mckenzie, 1999).

El corazon (6rgano especializado en propulsar la sangre a todo el organismo) y los vasos
sanguineos, muestran una estructura general representada por tres capas o tunicas concéntricas:
una capa interna, compuesta por un epitelio plano simple o endotelio, el cual ademas de cumplir
funciones de soporte de los vasos sanguineos, también produce una serie de moléculas
biologicamente activas, las cuales son liberadas como respuesta a una variedad de estimulos
fisiolégicos, la membrana basal y la capa subendotelial de tejido conectivo laxo; una capa media,

representada por estratos circunferenciales de fibras musculares lisas, entre las cuales se hallan
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fibras elésticas y de colégeno; y por Gltimo una capa externa, constituida por tejido conectivo
denso, el cual se une con el tejido conectivo laxo que rodea por fuera a los vasos (Figura 1).
Cada una de los vasos sanguineos presenta caracteristicas relacionadas con la funcion que

realizan, lo que modifica su estructura general (Simon y col., 2001).

y/— Lamina elastica
interna

subendotelial

Lamina basal
del endotelio

Luz
Endotelio de la tunica intima

}Tunica intima

}>T0nica media

}Tunica adventicia

Figura 1. Composicién de los vasos sanguineos. En la figura se observa un corte transversal de la pared de un vaso
sanguineo. La capa media contiene fibras musculares lisas que se contraen para dilatar o para constrefiir el tamafio
del vaso. Estos pequefios cambios en el lumen o luz del vaso pueden influir mucho en la presién sanguinea y en el
flujo sanguineo. Tomado y modificado de http://morfoudec.blogspot.com/2008/07/microscopa-virtual-vasos.html.

Tal y como se menciond anteriormente, existen tres tipos de vasos sanguineos: arterias,
venas y capilares. Las arterias transportan grandes caudales de sangre y a su vez, soportan
importantes cambios ciclicos en el volumen de sangre que transportan y su componente mas
abundante es el tejido muscular. Las venas presentan paredes delgadas y poco elasticas que
recogen la sangre y la devuelven al corazon. Se localizan mas superficialmente que las arterias.
A lo largo de su recorrido, sobre todo en las extremidades inferiores, tienen valvulas que impiden

el retroceso de la sangre. Finalmente, el mas pequefio de los vasos sanguineos lo constituyen los

12



capilares, los cuales se encuentran constituidos por una capa de células endoteliales
extremadamente aplanadas, y su funcién principal es el intercambio de sustancias entre la luz del

vaso Y el intersticio celular de los tejidos. (Mckenzie, 1999).

Si en el sistema circulatorio ocurren dafios endoteliales y vasculares que generen la
interrupcion prolongada del flujo de sangre, puede desencadenar la produccion de la hipoxia y
muerte por necrosis de las células y tejidos irrigados por los vasos sanguineos. Para evitar esta
pérdida de sangre actla el mecanismo denominado hemostasia sanguinea, encargado de formar
una barrera que ocluye el sitio del dafio. Esta barrera es inicialmente formada por plaquetas y
posteriormente estabilizada por el polimero fibrina durante el proceso de coagulacion. Una vez
reparada la lesion, la barrera es degradada, lo cual garantiza que el flujo sanguineo se
restablezca. Si esto no ocurre, el flujo de sangre hacia ciertos tejidos puede verse afectado
disminuyendo su velocidad, provocando isquemias, muerte del tejido, ataques cardiacos o

infartos cerebrales (Mckenzie, 1999; Rasche, 2001).

I11.2 Hemostasia sanguinea.

La Hemostasia sanguinea es el conjunto de mecanismos fisiolégicos que detienen el
sangrado y logran la preservacion de la integridad del sistema circulatorio, al ocluir
provisionalmente el sitio de la herida, generando un codgulo o trombo e iniciar posteriormente la
reparacion del tejido y posteriormente disolucion del sello. La primera respuesta al ocurrir una
lesion es la vasoconstriccion del vaso sanguineo, lo que genera la reduccion al minimo del flujo
sanguineo en el area lesionada y evita el menor escape de ésta en el sitio de la herida. Este

mecanismo ocurre inmediatamente y presenta un tiempo corto de duracion. En contraste, las
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células endoteliales generan la vasodilatacion del vaso, aumentando el suministro sanguineo en
el area lesionada y produciendo un enrojecimiento de la piel. La hemostasia se divide en distintas
etapas: hemostasia primaria, donde ocurre la formacion del tapon plaquetario; hemostasia
secundaria, en la cual ocurre la formacién del coagulo de fibrina y por Gltimo, la etapa de
fibrindlisis, en la cual se genera la degradacion del coagulo (Furie, 2009; Mckenzie, 1999;

Verhamme y col., 2009;).

111.2.1 Hemostasia primaria.

Una vez ocurrida una lesién en un vaso sanguineo, para detener la salida de sangre, las
plaquetas se adhieren a las fibras de coldgeno subyacente del endotelio expuesto. Estas células
sin nucleo reaccionan para formar el tapon de plaguetas hemostatico primario. La adhesién de las
plaquetas a las fibras de colageno desencadena una serie de cambios morfolégicos y funcionales
conocido como activacion. Después de este proceso, el tapon hemostatico primario continGa en
una fase conocida como agregacion, en la cual ocurre la adhesion de las plaquetas entre si. Este
tapon es fragil y se desprende facilmente de la pared vascular, por lo que es necesario la

deposicion de los polimeros de fibrina, haciéndolo més fuerte y estable (Mckenzie, 1999).

La formacion de este tapdn requiere la sincronizacion de una serie de eventos: la
creacion de una monocapa de células activadas y el reclutamiento y la activacion adicional de las
plaquetas a través de la liberacion de los agonistas plaquetarios (Franchini y Mannuccio, 2009).

Paralelamente a este proceso ocurre la hemostasia secundaria.
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111.2.2 Hemostasia secundaria o coagulacion sanguinea

La hemostasia secundaria se produce casi simultaneamente a la formacion del tapéon
plaquetario y ocurre sobre las membranas fosfolipidicas de la superficie celular del tejido sub-
endotelial expuesto, cuando el endotelio vascular se lesiona, asi como por las plaquetas que han
sido activadas. Esta etapa se inicia cuando las proteinas plasmaticas solubles, denominadas
factores de coagulacion, interactian de manera compleja para convertir la proteina fibrindgeno
en fibrina insoluble. Estas proteinas se sintetizan en el higado y se encuentran inactivas y
circulantes en el plasma (zimogeno). Se han designado con nimeros romanos del | al XIlII, de
acuerdo al orden de descubrimiento y no de la secuencia de reaccion. Todas las enzimas de la
cascada, con excepcién del factor XIII (una transaminasa) son proteasas que escinden un residuo
de serina en su sustrato especifico. En la tabla 1 se muestra la nomenclatura internacional de los
factores. La activacién ocurre cuando los zimdgenos se exponen a las capas sub-endoteliales de

los vasos (Mckenzie, 1999).

Tabla 1. Nomenclatura de los factores de coagulacion

| Fibrin6geno
1 Protrombina
1 Factor tisular (FT)

1V Calcio iénico
\Y/ Proacelerina o Factor de Leiden
VI Proconvertina
VIII Factor antihemolitico (FAH)
IX Componente tromboplastinico del plasma (CTP)
X Factor Stuart
Xl Factor antihemofilico C
Xl Factor de Hageman
XIl Factor estabilizante de la fibrina

Tomado y modificado de Mckenzie 1999

Los factores pueden dividirse en tres grupos segun sus propiedades bioquimicas: el
primer grupo esta constituido por los factores dependientes de la vitamina K, dentro de los cuales

15



se encuentran el factor II, VII, IX y X, los cuales requieren de calcio (Ca**) para enlazarse a la
superficie fosfolipidica; el segundo grupo conformado por los factores de contacto, que requiere
del contacto con una superficie cargada negativamente para su actividad, entre los cuales se
incluye los factores X1 y XII; y el tercer grupo representado por los factores sensibles a la

trombina, grupo conformado por los factores V, VII, XIll y fibrindgeno (Mckenzie, 1999).

Existen dos modelos para explicar el proceso de la coagulacion sanguinea, el modelo de

cascada y el modelo celular.

111.2.2.1 Modelo de Cascada de la Coagulacién sanguinea

El modelo de cascada de la coagulacion fue propuesto inicialmente en 1960, por
Macfarlane y Ratnoff, el cual se fundamenta en una “cascada” de activacion enzimética
compuesta por una serie de etapas secuenciales, en las que la activacion de un factor de
coagulaciéon permite la activacion del siguiente, para finalmente favorecer la generacién de la
enzima trombina, que convierte una proteina soluble del plasma, el fibrindgeno, en una proteina
insoluble, la fibrina, componente estructural del codgulo. Este modelo de cascada esta dividido
en tres vias, la via extrinseca, la via intrinseca, y la via comun (Figura 2), las cuales estan
basadas en el modo y la secuencia de activacion in vitro de las proteinas de coagulacion. Cada
via incluye un grupo especifico de factores de coagulacion. La via intrinseca se activa por el
contacto de las proteinas con superficies del endotelio vascular. El factor XII (FXII) es el
primero en enlazarse a la superficie y por una escision proteolitica se convierte en factor XIlI
activado (FXIla), generando una serie de reacciones en cascada para lograr la activacion del
factor X (FXa). A su vez la via extrinseca es activada por el contacto con el factor VII (FVII) y

el factor tisular (FT), proteina integral de membrana de 45 kDa, la cual se ubica en sitios
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extravasculares, los cuales usualmente no estan expuestos a la sangre, logrando la activacién del
FX. Tanto la via intrinseca como la via extrinseca convergen en una via comun que comienza
con la activacion del FX, generdndose la degradacion del fibrindgeno a fibrina, principal
componente estructural del coagulo de sangre por la trombina. Ademas, este modelo indica que
el rol de las células en el proceso se basa especialmente en aportar los fosfolipidos aniénicos
necesarios para el ensamble de los complejos de coagulacion (Hoffman y Monroe, 2001;

Mckenzie, 1999; Paramo y col., 2009)

Via intrinseca Via extrinseca
- e
. Caz+ Moe Wil
Rl T l
I %
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F-YIII|5=vna "ll"- Cuolageno, plaquetas

AT T T
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Fibrindgeno — =" Fibrina soluble
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Figura 2. Vias que conforman el Modelo de Cascada de Coagulacidon. En la figura se observa la ruta extrinseca,
la cual inicia con la activacion del factor XII de la coagulacién, formando el factor XIl activado. Ademas se
distingue la ruta extrinseca, la cual inicia con la activacién del factor VII de la coagulacién debido al factor tisular
(FT). Estas dos rutas convergen en la activacion de grandes cantidades de protrombina, generando la formacion de
trombina, proteina necesaria en la conversion del fibrindgeno en fibrina, inicialmente soluble, la cual polimeriza de
manera inmediata por la agregacion terminal-terminal, produciendo el polimero de fibrina insoluble. Tomado de
http://www.biologia.org/revista/fotos/numerol16/Image77.gif.

Debido a las limitaciones del modelo de cascada de coagulacidn como una propuesta para
explicar el proceso hemostatico, asi como la comprobacion que las vias que lo conforman no

operan de forma independiente, ya que se reportd que el complejo FT/VII no sélo activa el FX
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sino también el factor IX (FIX), se generé una nueva propuesta para lograr explicar el proceso
fisiologico (Paramo y col., 2009).

En estudios mas recientes, se demostro la importancia del componente celular en el
proceso de coagulacion, ya que tanto las plaquetas como las células portadoras del FT presentan
diferentes propiedades relacionadas con el proceso de coagulacion. Esto resulta de la expresion
de una variedad de rasgos celulares, incluyendo receptores proteicos que localizan distintas
estructuras del sistema de coagulacion en superficie celulares especificas, y por ello se desarroll6
el denominado modelo de celular de la coagulacion, el cual refleja el proceso fisiolégico in vivo

(Hoffman y Monroe, 2001).

111.2.2.2 Modelo celular de la coagulacion

El modelo celular de la coagulacién se enfoca en las superficies celulares de las plaquetas
y las células portadoras del FT, asi como en los receptores especificos para los factores de la
coagulaciéon en estos tipos de células. EI FT es el co-factor esencial para el inicio de la
coagulacién sanguinea, el cual es constitutivamente expresado en los fibroblastos en el musculo
liso, en este Ultimo estd presente en las capas externas, pero esta ausente en las células
sanguineas y en las endoteliales que bordean las paredes de los vasos sanguineos. Las superficies
celulares de las plaquetas y las células portadoras del FT permanecen separadas hasta ocurrir una
lesion, generando la activacion del mecanismo (Monroe y Hoffman, 2006). Como se mencion6
anteriormente, este modelo se fundamenta en el entendimiento del proceso in vivo y esta dividido

en distintas fases solapadas denominadas: iniciacion, amplificacion y propagacion.
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Iniciacion

La fase de iniciacion del proceso de coagulacion ocurre en las células portadoras del FT.
Cuando ocurre una lesién en el vaso sanguineo, el FVII ubicado en el plasma se une al FT y es
activado por proteasas procoagulantes, asi como anticoagulantes, generandose el complejo
FVII/FT, el cual activa cantidades reducidas de los factores X y IX. Ademas, esta union en la
superficie celular moviliza al FT proveniente del aparato de Golgi, el cual se esta transportando
al exterior de la superficie celular de la membrana plasmatica. En la Figura 3 se puede observar
el modelo que muestra la asociacion de éstas dos proteinas asi como la activacion de los dos
factores mencionados anteriormente (Monroe y Hoffman, 2006; Pendurthi y Mohan Rao, 2008).

El FXa se asocia con el FVa para formar el complejo FVa/FXa en la superficie de esta
célula. Este complejo genera pequefias cantidades de trombina. Por otra parte, el FXa localizado
fuera de la superficie de las células portadores del FT, es inhibido rapidamente tanto por la
antitrombina tres (AT-III) asi como por el inhibidor de la via FT (TFPI) (Monroe y Hoffman,
2006)

Amplificacion

La amplificacion es la segunda fase del proceso. En esta etapa, la lesion logra que las
plaquetas tengan contacto con el tejido extravascular, lo que les permite adherirse a las fibras de
colageno y a otros componentes de la matriz extracelular hacia el lado de la herida, asi como la
proximidad con las células portadoras de FT (Figura 3). El proceso de adhesion plaquetaria
activa parcialmente a estas células y promueve la secrecion del FV parcialmente activado
proveniente de granulos alfa de estas células. EI FV (zimogeno) también puede ser activado por

el FXa o por proteasa procoagulantes. Ademas, la reducida cantidad de trombina generada en la
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fase de iniciacién amplifica la sefial procoagulante, al incrementar la adhesion de las plaquetas,

activando totalmente estas células asi como al FV, el FVIII y FXI (Hoffman y Monroe, 2001).

Propagacion

La fase de propagacion es la Gltima fase del proceso y ocurre en las plaquetas. Durante
esta fase, el FIXa proveniente de las células portadoras del FT, puede difundir hacia las plaguetas
y asociarse con el FVIlla (Figura 3) en la superficie de las mismas, ademas este factor no es
inhibido por el TFPI y es inhibido ligeramente por la AT-11l. A su vez, el FIXa también puede
producirse en la superficie plaquetaria por su activacion por el FXla. Una vez generado el
complejo FIXa/FVIlla se produce la activacion del FX, el cual se asocia con el FVa para formar
el complejo FVa/FXa, el cual convierte grandes cantidades de protrombina a trombina,
resultando el clivaje proteolitico del fibrindgeno a mondémeros de fibrina, la cual polimeriza y asi

le genera estabilidad al tapdn plaquetario (Hoffman, 2003).

INICIACION
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Figura 3. Fases del modelo celular de la coagulacion. En la figura se puede distinguir la primera etapa del proceso
(iniciacién, A), en la cual ocurre la unidn del factor tisular (FT) y el factor VII de la coagulacion, este complejo
genera la activacion del factor X y el factor XI de la coagulacién, generando la activacion del factor V y como
consecuencia la formacion de trombina. Ademas se aprecia la segunda etapa (amplificacion, B), en la cual las
plaquetas se adhieren a la matriz extracelular y ocurre la activacion de los factores V, VIII y Xl en la superficie
plaquetaria. En la tercera fase (propagacion, C) ocurre la activacion del factor X por parte del complejo VIlla/IXa
asi como la formacién de grandes cantidades de trombina en la superficie plaquetaria necesaria para la conversion
del fibrindgeno en fibrina. Tomado de Paramo y col., 2009.
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I111.3 Fibrindlisis

La fibrindlisis es un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de fibrina durante el
proceso de cicatrizacion (Paramo y col., 2009). Este sistema se activa en respuesta al inicio del
proceso de coagulacion y produce una enzima proteolitica denominada plasmina, que tiene la
capacidad de digerir tanto la fibrina como el fibrindgeno. La plasmina (Pn) deriva de su
zimogeno el plasminogeno (Pg), el cual es una globulina 3, glucoproteina que se sintetiza en el
higado y estd compuesta por cinco subunidades idénticas de tres bucles cada una, denominadas
kringles (K). La primera (K1) de estas estructuras sirve de union de alta afinidad a la lisina, y
estos dominios de union a lisina del Pg parecen mediar sus interacciones especificas con la
fibrina, los receptores de la superficie celular y con su inhibidor la a2-antiplasmina («2-AP). La
Pn es una enzima que se forma a partir de la accion de varios activadores, los cuales pueden
encontrarse en la sangre (intrinsecos), en muchos otros tejidos (extrinsecos) o pueden ser de
caracter exogeno, generando la escision de un puente peptidico Arg-Val en la posicion 560-561
en la proteina Pg (Mckenzie, 1999 ; Hajjar, 2002). Entre los activadores que existen, algunos de
ellos son: el activador tisular (t-PA), glicoproteina sintetizada y secretada principalmente por las
células endoteliales, incrementandose su afinidad por el Pg méas de 1000 veces en presencia de
fibrina; y el activador tipo urocinasa (u-PA), la cual también es una glicoproteina . La regulacion
tiene lugar por la accion de inhibidores (PAI), de los cuales el mas relevante es el PAI-1, una
glicoproteina de cadena unica liberada por células endoteliales, monocitos, macrogafos y
plaquetas; mientras que la Pn circulante es rapidamente inhibida por la «2-AP, glicoproteina que
bloquea tanto los sitios de enlace de lisina, mencionados anteriormente, como el sitio activo de la

Pn (Elhasade y col.., 1998) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del funcionamiento del sistema fibrinolitico. Se puede apreciar la formacion del
plasmindgeno en plasmina, proteina que genera la degradacion de la fibrina a través de la accion de diferentes
activadores, los cuales son regulados por la accion de inhibidores como PAI-1. A su vez la plasmina puede ser
inhibida por la accion de a2-antiplasmina (c.2-AP).

La fibrinolisis inhibe la formacion de fibrina mediante la AT-11l y el sistema de la
proteina C-proteina-S, que inhibe a los factores activados de la coagulacion (Martinez, Murillo y
Quintanilla, 1996).

Como se aprecia en lo descrito anteriormente, bajo condiciones fisiologicas, existe un
delicado balance entre el sistema procoagulante y anticoagulante, logrando asegurar una efectiva
hemostasia en lesiones vasculares Cualquier alteracion de este balance puede resultar en el
desarrollo de eventos hemorragicos o trombdticos y el flujo de sangre hacia distintos tejidos
puede verse afectado, disminuyendo su velocidad, provocando isquemias, muerte del tejido,

ataques cardiacos o infartos cerebrales (Mckenzie, 1999; Franchini y Mannucci, 2009).

111.4 Trombosis.

La trombosis, de especial interés en este trabajo, ocurre cuando el sistema hemostatico se
activa de manera inapropiada, los procesos procoagulantes se superan, permitiendo la formacion
de un coagulo o trombo dentro de un vaso sanguineo sin lesién. Pueden bloquear de forma
parcial o total la luz de un vaso sanguineo, asi como puede ocurrir la migracion de una porcién
del trombo, llamada émbolo y desplazarse hacia ramas vasculares méas pequefias, alojandose en
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otros vasos sanguineos, produciendo la obstruccion del flujo sanguineo causando la muerte del
tejido. Esta obstruccion se denomina tromboembolismo (Mckenzie, 1999). EI trombo puede
producirse en cualquier parte del sistema circulatorio, de tal manera que puede localizarse tanto
en arterias como en venas, generando la obstruccién del flujo sanguineo y como consecuencias
causar isquemia (falta de oxigeno), resultando en la produccion de una lesion en las células que
puede evolucionar hacia la muerte celular. Por lo tanto la trombosis puede dividirse en trombosis

arterial o trombosis venosa (Martinez-Murillo y Quintana, 1996).

111.4.1 Trombosis arterial

Los trombos arteriales se producen en vasos sanguineos en los cuales el flujo es rapido y
presentan una presion considerable. Estos trombos son de color blanco debido a su composicion,
ya que la formacion del coagulo inicia por la interaccién del endotelio lesionado y las plaquetas y
al estar constituido principalmente por capas de plaquetas y fibrina, lo que da un aspecto de
“trombo blanco” entre las cuales pueden quedar atrapados leucocitos y eritrocitos (Mckenzie,

1999).

La trombosis arterial puede ocurrir como consecuencia de la ruptura de una placa
aterosclerdtica, la cual se forma mediante un proceso complejo que implica diferentes tipos de
células, como las células endoteliales, las células musculares lisas vasculares, los macrofagos y
los linfocitos, asi como numerosas familias de citocinas y factores de crecimiento. La ruptura de
una placa de ateroma provoca una lesion en la pared del vaso, y se exponen varias proteinas de la
matriz subendotelial, como el colageno, lo que genera el deposito de plaquetas, que aumenta
debido a la estimulacion de la coagulacion, conllevando a la formacion de trombina, produciendo

mayor actividad plaquetaria y méas formacion de trombina (Figura 5) (Endler y Mannhalter,
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2003). La ubicacion mas frecuente de la trombosis arterial es en las arterias coronarias, l0s vasos
que irrigan y nutren al corazon, de manera que si se produce un trombo a este nivel, se
obstaculiza el flujo sanguineo y la oxigenacion del musculo cardiaco, lo cual trae como
consecuencia que se produzca una angina de pecho (bloqueo de oxigenacion de una zona del
corazon sin muerte del tejido cardiaco) o un infarto de miocardio, que es la cardiopatia isquemia
mas representativa, en la cual el bloqueo de la oxigenacion del muasculo cardiaco es permanente
provocando su muerte en una zona particular. Ademas, este tipo de trombosis puede ocurrir en
arterias cerebrales originando el accidente cerebro vascular (ACV), ocasionando la disminucion
del flujo sanguineo, dando como resultado isquemia en el tejido cerebral y falta de glucosa
necesaria para un adecuado metabolismo cerebral, lo que genera inestabilidad en los potenciales
de membrana, la sintesis y liberacién de neurotransimisores, ocasionando déficit neouroldgico

(Taroco y col., 2009; Collados, 2002).

Desgarramiento del La grasa y el colesterol
revestimiento arterial se acumulan

Figura 5. Evolucién de la acumulacién de placa de ateroma. Se observa la obstruccién producida por la presencia
de placas de ateroma resultantes de la inflamacién crénica y del depdsito de colesterol, lo que genera la
aterosclerosis o dureza y engrosamiento anormal de las paredes de las arterias. Tomado y modificado de http:/
www.nIm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp_imagepages/1803.htm.
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111.4.2 Trombosis venosa

La trombosis venosa ocurre en vasos sanguineos que presentan flujo lento, generalmente
en los repliegues y cuspides valvulares, debido a que en estos sitios la velocidad de la sangre es
menor y la corriente local presenta rotaciones elipsoidales y casi estaticas, lo cual favorece que
se encuentren mas factores de coagulacion sobre el endotelio (Figura 6) ( Lane y Grant, 2000).
La lesion al endotelio no es tan evidente, generando la contracciéon de las células y como
consecuencia la produccion de brechas. Las plaquetas llenan el espacio para adherirse al
endotelio expuesto para activarse, esta reaccion puede generar la produccion de fibrina. El
trombo venoso es de color rojo debido a que los eritrocitos quedan atrapados entre la red de
plaquetas y fibrina cuando el flujo es lento (Mckenzie, 1999). Después que el trombo se asienta
sobre el seno valvular las corrientes de flujo cambian localmente, disminuye el area de la vena,
se produce estenosis y mayor fuerza de rozamiento, lo cual disminuye la velocidad distal
(caudal) y permite el crecimiento del trombo (Lane y Grant, 2000). La trombosis venosa
clinicamente significativa se denomina trombosis venosa profunda (TVP) y ocurre en las venas
profundas del cuerpo. La TVP puede formarse en las venas de las pantorrillas asi como en las
venas de los miembros inferiores. Al producirse la TVP se disminuye el retorno venoso de la
extremidad, con acumulacion de liquido y aumento de la presion en el espacio intersticial, como
consecuencia se produce edema, ademas, la misma hipertension venosa produce dilatacion de las
venas, ademas ocurre la mayor extraccion de oxigeno de los tejidos, y se produce la cianosis. Las
complicaciones principales de la trombosis venosa profunda son las embolias o coagulo
procedente del sistema venoso. Los émbolos producidos en las venas profundas en los miembros

inferiores se desplazan a traves de venas cada vez mas grandes hasta el lado derecho del corazon
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y finalmente alcanzan la circulacién pulmonar y ocluyen los vasos en los pulmones causando
tromboembolismo pulmonar (TEP) (Mackenzie, 1999).

La trombosis, ya sea arterial o venosa, es considerada una enfermedad de origen
multifactorial, ya que puede ser el resultado de la exposicion a distintos factores de riesgo, los
cuales son caracteristicas genéticas, fisiologicas, del comportamiento y socioeconémicas de los
individuos, que les sitian dentro de una cohorte de la poblacion en la que es més probable el
desarrollo de una enfermedad. Los factores de riesgo son caracteristicas individuales que

influyen sobre las probabilidades de un individuo de sufrir este tipo de patologias.

Trombosis Venosa Profunda (TVP) de la Pierna

Figura 6. Trombosis Venosa Profunda. Se observa la obstruccion del vaso sanguineo por la presencia de un
trombo generalmente cerca de las valvulas, debido a que la circulacion es muy lenta. Las venas gemelares y las
s6leas son los sitios en donde con mayor frecuencia se origina la TVP. Alli el endotelio posee menor cantidad de
fibrinoliticos 'y es el lugar de  menor velocidad de la sangre. Tomado de
http://trabajolibre.files.wordpress.com/2010/05/tvp.gif.
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I11.5 Factores de riesgo

Existen diversos factores que aumentan la probabilidad de produccién de trombosis. En
relacion a la trombosis arterial, entre los factores de riesgo se incluyen las dietas ricas en
colesterol, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos, presencia de ciertas patologias como
aterosclerosis, hipertension, diabetes y sindrome nefrético. Se han realizado diversos estudios
para determinar si la prevalencia de los factores de riesgo presentan patrones similares en
diferentes paises alrededor del mundo (América del Norte, Latinoamérica, Europa Oriental y
Occidental, Asia, Australia y Japdn). Estos estudios permitieron concluir que la totalidad de los
pacientes aterotrombdticos observados presentaban hipertension, hipercolesterolemia, diabetes,
habito tabaquico y obesidad; factores que contribuyen con el riesgo a desarrollar aterotrombosis

(Bhatt y col., 2006).

Para la trombosis venosa, la obesidad y la deficiencia de inhibidores naturales de la
coagulacién, asi como la presencia de varices, han sido asociadas al desarrollo de la patologia.
Ademas existen algunas conductas de riesgo que estimulan la formacion de este tipo de
trombosis, entre ellas se incluyen permanecer sentado periodos prolongados, sentarse con las
piernas cruzadas o usar prendas apretadas (Mckenzie, 1999). Se produce un aumento en el riesgo
de desarrollar TVP en el caso de conductas, enfermedades y estados que causan estasis
sanguinea, siendo mas frecuente en personas sedentarias y obesas, en pacientes con
enfermedades graves, traumatismos o0 postoperatorios, ademas del ingreso de procoagulantes a la
circulacion (Mckenzie, 1999; Benitez y col., 2004). Adicionalmente, existen otros factores que
aumentan el riesgo de sufrir este tipo de patologias, entre ellas las fracturas, el cancer, la

produccidn excesiva de glébulos rojos y el embarazo, ademas las de origen genético.
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111.5.1 Factores genéticos

Existen factores genéticos que estan asociados a la hipercoagulabilidad, dado que ocurren
mutaciones en la secuencia de genes que provocan alteraciones funcionales en moléculas
implicadas en la coagulacion. Estas alteraciones son capaces de generar una predisposicion, en la
persona que los porta, a padecer trombosis en cualquier etapa de la vida y en ausencia de
estimulos adquiridos (Collados, 2002). La importancia de los factores hereditarios o genéticos es
demostrada por el hecho que entre el 20% y 40% de los pacientes poseen antecedentes familiares
de la enfermedad (Lens y col., 2000). Entre las variaciones en la secuencia de los genes pueden
encontrarse los polimorfismos genéticos, que se caracterizan por la coexistencia de dos
variedades o alelos del mismo gen, y el menos frecuente debe estar en mas del 1% de la

poblacién (Navarro y Lopez, 2002).

Varias evidencias experimentales han sugerido en las ultimas décadas la importancia de
los factores de riesgo genéticos, relacionados principalmente con el sistema hemostatico que
influyen en el riesgo trombdtico. Se han identificado variantes genéticas en los genes que
codifican para las proteinas relacionadas con los sistemas de coagulacion, fibrindlisis, receptores
plaquetarios, disfuncion endotelial, flujo sanguineo anormal, metabolismo de la homocisteina y
estrés oxidativo, los cuales se asocian al desarrollo de patologias trombéticas. En las ultimas
décadas se ha logrado reportar numerosos polimorfismos genéticos, cuyos alelos de riesgo se
han sugerido como factores de riesgo en algunas poblaciones (Salas y col., 2010; Hahn y col.,

2004).

Entre estos genes se encuentra el gen que codifica para el factor VI de la coagulacion, de

especial interés en este trabajo.
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111.6 Factor VII de la coagulacion

El gen que codifica para el factor VI presenta una longitud de 12,8 kpb (Shanker y col.,
2009), contiene 9 exones y 8 intrones y se ubica en el brazo largo del cromosoma 13 (13934)
(Nour y col., 2005). En el RNA del factor VII ocurre splicing alternativo, evento que puede
generar dos variantes de la proteina; una variante contiene un exon de 66 pb y la otra variante
que no lo presenta. En ambos casos generan un transcrito que codifica para proteinas
biol6gicamente activas (Figura 7). Ademas presenta 5 regiones de repeticiones en tanda en todo

el gen (O’ Hara y col., 1987)
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Figura 7. Representacion grafica de las regiones del gen del FVII. En la figura se observan dos variantes que
representan distintas isoformas del FVII, asi como los exones, identificados por los cuadros de color vinotinto y los
intrones, indentificados por la linea vinotinto. La primera variante (A) contiene un exén opcional que genera un
péptido mas largo. La segunda variante (B) no incluye el exén anteriormente mencionado. Tomado y modificado de
http://www.ncbi.nIm.nih.gov. Ademas la linea verde que se observa indica la direccionalidad del gen

El factor FVII de la coagulacion es una glicoproteina de una sola cadena polipeptidica de
406 aminoéacidos, con una masa molecular aproximada de 50 kDa, se sintetiza en el higado y su
concentracion plasmatica es aproximadamente 500 ng/ml. La sintesis de esta proteina es
dependiente de vitamina K y se transforma a su forma activa (FVI1la) en presencia del FT y
moléculas ligando, como el i6n Ca*2.

La activacion ocurre mediante la fragmentacion de la cadena polipeptidica de la proteina,
debido a una proteolisis entre el aminoacido arginina en la posicion 152 y el aminoacido

isoleucina en la posicion 153, resultando la formacion de dos cadenas. Una cadena ligera de 152
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aminoacidos, proveniente de la regién amino terminal de la proteina, que contiene 10 residuos de
acido glutdmico, sitios probables de carboxilacion, y que constituyen el dominio Gla o
carboxiglutamato, el cual se encarga de la union del factor a la superficie de la membrana. Este
dominio se encuentra localizado de manera anéloga en otras proteinas dependientes de vitamina
K'y estén involucrados en la unién de iones calcio. Ademas, en esta misma cadena se encuentran
presentes dos dominios de factor de crecimiento epidérmico (EGF). La cadena pesada de 254
aminoacidos, proveniente de la region carboxi- terminal de la proteina, es la que contiene la
region catalitica del factor. Estas dos cadenas se encuentran unidas por dos puente disulfuro
(Hagen y col., 1986) (Figura 8).

Una vez activa, se une al FT en la superficie celular e inicia el proceso de coagulacion.
Ademas, induce la sefializacion intracelular, la cual depende de receptores activados de proteasas
especificas (PAR, por sus siglas en inglés) en la superficie celular (Pendurthi y Mohan Rao,
2008).

El FVII presenta una vida media de 3 a 5 horas y la variante activa permanece en la
circulacién el mismo tiempo que el zimdgeno (Mckenzie, 1999). El principal inhibidor del
complejo es el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), asegurando que los pequefios
estimulos pro-coagulantes no generen una cantidad descontrolada de trombina (Pendurthi y

Mohan Rao, 2008).
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Dominio Gla

Figura 8. Secuencia de aminoacidos y estructura tentativa de la proteina factor VII. La secuencia de 60
aminoacidos (numerada en la figura desde el nimero -60 al nimero -1) es removido en la biosintesis por un péptido
sefial y se genera una protedlisis entre el enlace del aminoacido arginina e isoleucina ubicada en la posicién -1 y 1.
Se observa el lugar donde ocurre la protedlisis que genera la activacion de la proteina sefialada con una flecha. En la
cadena ligera se ubica el dominio Gla y los dominios de factor de crecimiento epidérmico y en la cadena pesada, la
cual se sefiala con el nimero 254 presenta el dominio catalitico, Los tres principales aminoacidos sefialados en
circulo son los que participan en la catalisis. Tomado y modificado de Hagen y col., 1986.

Diversos estudios han determinado la contribucion genética en la variacion de los niveles
de FVII en el plasma. Se han reportado diversos polimorfismos en el gen que codifica para el
factor FVII de la coagulacion, de los cuales algunos genotipos se han implicado en la variacién
de los niveles plasmaticos de la proteina en su forma activa. Algunos polimorfismos se ubican en
la region promotora y se encuentran asociados con el transcrito y la abundancia de la proteina in
vivo. Esto indica que la mayor frecuencia observada es una combinacién particular de
mutaciones, por lo cual la magnitud del efecto de cada una de ellas ain no ha sido clarificada.
Por otra parte, en varios estudios se han reportado que el resultado de la presencia de estas
mutaciones, es la reduccién de la expresion de la proteina. Un polimorfismo cuyo genotipo ha

sido relacionado con la modulacion de los niveles plasmaticos del FVII, se encuentra ubicado en
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la region intronica, especificamente en el intrdn 7, y se caracteriza por variaciones en las

secuencias repetidas que se ubican en este intrén (Pinotti y col., 2000).

Ademas de los polimorfismos ubicados en la regién promotora e intrénica, existe otro
ubicado en la region codificante y se ha relacionado con la variacion de los niveles plasmaticos
de la proteina de forma activa (Hahn y col., 2004). Este ultimo se caracteriza por el cambio de
una sola base (SNP) en la posicion 10976 del gen, ubicado especificamente en el exon 8, region
que codifica para la porcién catalitica del FVII (Figura 9) y ha sido el mayor determinante de la
variacion de los niveles de dicho factor activo en el plasma en la poblacion. EI cambio
polimorfico sustituye el nucledtido guanina por el nucleétido adenina (g.10976 G>A) y provoca
el cambio del aminoacido arginina (R) por el aminoacido glutamina (Q) en la posicion 353 de la
proteina (R353Q) (lacoviello y col., 1998; Nour, y col., 2005; Mtiraoui y col., 2005; Shanker y

col., 2009).

" Dominio catalitico

Dominio catelitico

Domsinio Gla

n Y
-

Figura 9. Dominio catalitico de la proteina factor VII de la coagulacion. En la figura se observa el dominio
catalitico de la proteina ubicado en la cadena pesada, ademas se denota en cuadro rojo el residuo 353, representado
por el aminoacido arginina, codificado por el codon CGG, donde se ubica el polimorfismo g.10976 G>A,
especificamente la segunda guanina del codén. Tomado y modificado de Hagen y col., 1986.
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lacoviello y colaboradores (1998) realizaron un estudio con el objetivo de correlacionar si
determinados alelos de algunos polimorfismos genéticos, entre ellos el alelo A del polimorfismo
g.10976 G>A en el gen que codifica para el factor VII de la coagulacién, estan asociados con los
niveles plasmaticos activos de la proteina y si la presencia de dicho alelo aumenta el riesgo de
padecer infarto al miocardio (IM). En dicho estudio utilizaron 165 individuos del sexo
masculino, con edades comprendidas entre 55 y 59 afios, con historia familiar de incidencia al
infarto al miocardio y 225 individuos controles, entre 56 y 58 afios, los cuales no presentaban
incidencia personal, ni familiar, de infarto al miocardio. Estos investigadores determinaron que
los pacientes con incidencia de infarto al miocardio presentan altos niveles de FVII activo en

comparacion con los individuos controles.

La substitucion del aminoéacido arginina por glutamina podria afectar la interaccion del
FVII con el FT, generando efectos en el estado activo de la molécula (van’t Hooft y col., 1999).
Este efecto podria deberse a cambios en la proteina, ya que el aminoécido arginina presenta
grupos basicos en su cadena lateral y en condiciones fisiolégicas se encuentran cargado
positivamente, presentan gran polaridad, ubicandose generalmente en las superficies exteriores
de las proteinas, y por el contrario, la glutamina presenta una cadena lateral sin carga, aunque

polar (Mathews, 2002).

Girelli y colaboradores (2000) realizaron otro estudio con la finalidad de investigar si
existe alguna asociacién entre el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A con el riesgo de
padecer IM. Se ensayaron un total de 444 pacientes mayores de 60 afios, de los cuales 311
presentaban arteriosclerosis coronaria y de ellos 175 habian padecido IM, y como grupo control

emplearon 133 individuos con arteriogramas coronarios normales. Del analisis del polimorfismo
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en esta poblacién, los autores encontraron 107 individuos heterocigotos (G/A) y 10 individuos
homocigotos para el alelo mutado (A/A). Estos autores determinaron que las frecuencias
genotipicas de los pacientes con arterioesclerosis coronaria no difieren significativamente de la
poblacion control. Ademas, la prevalencia del alelo G en los individuos con enfermedades
coronarias sugiere que el alelo A de este marcador genético puede conferir proteccion al infarto

al miocardio.

Posteriormente Wu y Tsongalis en el afio 2001, realizaron un estudio con la finalidad de
conocer el papel de distintos genotipos de diferentes polimorfismos en genes que codifican para
las proteinas involucradas en el proceso de coagulacion, incluyendo el polimorfismo g. 10976
G>A, asi como algunos polimorfismos ubicados en genes que codifican para factores
plaquetarios, con el riesgo de padecer infarto agudo al miocardio. En dicho estudio se analizd
una poblacién total de 2574 individuos, dentro de la cual se incluyd tanto pacientes como
individuos controles. Este analisis sugirio que el alelo 10976 A conferia proteccion a desarrollar
infarto agudo al miocardio.

Contrariamente, Funk y colaboradores (2006), cuando analizaron 242 individuos que
padecieron accidente cerebro vascular, menores de 60 afios, y 239 individuos controles, no
encontraron asociacion con ningun genotipo en particular del polimorfismo g.10976 G>A y por
lo tanto, concluyeron que este polimorfismo no tiene influencia significativa para sufrir un ACV.

Maguire y colaboradores (2008) realizaron un estudio con la finalidad de relacionar
algunos polimorfismos, ubicados tanto en el gen de la glicoproteina de las plaquetas como en el
gen que codifica para el FVII de la coagulacion, incluyendo el polimorfismo g.10976 G>A, con

el riesgo de padecer ACV. Se analizaron de 1537 pacientes y 3133 individuos controles. Del

34



andlisis realizado en la poblacion, se reportd que la mutacion de interés de este estudio no
presenta ninguna asociacion con la patologia mencionada anteriormente.

En estudios realizados por otros investigadores, se ha tratado de correlacionar el alelo A
del polimorfismo g.10976 G>A con patologias cardiovasculares (Mtiraoui y col., 2005; Taymaz
y col., 2007; van’t Hooft y col., 1999). Sin embargo no se ha reportado dicha asociacion. Este
resultado sugiere que las patologias tromboticas pueden estar indirectamente influenciadas por la
presencia de otros factores de riesgo (Shanker y col., 2009). Sin embargo, en otro estudio se han
encontrado diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y en los niveles plasmaticos
del FVII activo en distintos grupos étnicos (Moniek y col., 1997), lo que sugiere que el efecto del
alelo A del polimorfismo 10976G>A, puede estar influenciado por la composicién genética de

los diferentes grupos étnicos (Nour y col., 2005).

111.7 Justificacién

Las enfermedades cardiovasculares, en especial el 1AM, son las principales causas de
mortalidad a nivel mundial. En el afio 2010 de la Organizacion Mundial de la Salud estimé que
las enfermedades cardiovasculares fueron las causantes del 80% de mortalidad (Anad y col.,
2009), representando un grave problema de salud pablica y provocando extensa pérdida de seres

humanos.

El FVII es una de las proteinas mas importantes dentro de la hemostasia sanguinea, ya
que inicia el proceso de coagulacién. Esta enzima, como se dijo anteriormente se une al FT,
proteina que no expone eficientemente su centro activo a menos que el FVII se enlace al FT. Una
vez que ocurre esta union, activan al factor X y al factor IX, con lo cual se generara una pequefia

cantidad de trombina, ya que el factor X conlleva a la activacion de la protrombina origina
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pequefias cantidades de trombina. Esta cantidad inicial de trombina va a ser muy importante, ya
que es requerida para desencadenar la activacion de otros factores y asi lograr la produccion del
codgulo de fibrina. Es debido a esto que muchos trabajos se han enfocado en el estudio de la
interaccion de estas dos enzimas, asi como las distintas mutaciones que generen un efecto en las
proteinas que generen mayor eficiencia en esta union, que conlleven o a la eficiencia de
activacion en alguna de ellas, lo cual genere la predisposicion al desarrollo patoldgico de los
coagulos de sangre.

Es conocido que la causa mas comun del IAM es la trombosis originada en la arteria
coronaria por la ruptura de la placa aterosclerotica, un proceso conocido como aterotrombosis
(Salas y col., 2010). Asimismo, ha sido reportado que el riesgo de sufrir trombosis incrementa si
los niveles de los factores de la coagulacion sanguinea estan elevados (Chandler y col., 2002).
Dicha elevacion pudiera deberse, en parte, a la presencia de polimorfismos en los genes que los
codifican (Endler y Mannhalter, 2003). Por su parte el ACV isquémico u oclusivo se debe s6lo a
una oclusion de alguna de las arterias que irrigan la masa encefalica, ya sea por acumulacion de
fibrina, calcio o alguna anormalidad en los eritrocitos, pero generalmente es por aterosclerosis o
bien por un émbolo que procede de otra localizacion, fundamentalmente el corazon u otras
arterias. Por otro lado, la ocurrencia de una TVP puede generarse sin ningun tipo de sintomas,
pero en muchos casos la extremidad afectada se volvera dolorosa, hinchada, roja, caliente y las
venas superficiales pueden distenderse. La mayor complicacion de una TVP es que puede ocurrir
el desalojo del coagulo y viajar a los pulmones, causando una embolia pulmonar.

Por lo anteriormente expuesto, en el Laboratorio de Genética Molecular y Humana, de la
Universidad Simén Bolivar, conjuntamente con la Unidad de Cardiologia del Hospital Dr.

Miguel Pérez Carrefio y el Banco Municipal de Sangre de Caracas, se lleva a cabo un proyecto,
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en el cual se estd estudiando la asociacion de los genotipos de diferentes polimorfismos en los
genes que participan en la coagulacion de la sangre con la trombosis arterial y venosa.
Especificamente en este trabajo se investigara, por primera vez en Venezuela, si existe alguna
relacion entre el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A en el FVII de la coagulacion y el
infarto agudo al miocardio, la trombosis venosa profunda y/o el accidente cerebro vascular. Asi
mismo, mediante este estudio se pretende determinar si estos polimorfismos son un factor de
riesgo independiente, o si su efecto esta correlacionado con la presencia de factores de riesgo

adquiridos.
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IV.METODOLOGIA

V.1 Seleccion de pacientes

La deteccion del polimorfismo g.10976G>A se realizd en pacientes que han sufrido
infarto agudo al miocardio, trombosis venosa 0 accidente cerebro vascular, asi como en la

poblacién empleada como control.

El estudio comprendié un total de 103 pacientes sobrevivientes, que han sufrido 1AM,
que fueron diagnosticados mediante el incremento de la presencia de creatinina quinasa con CK-
MB>10 % y la prueba del incremento de troponina I, tipica alteracion electrocardiografica, junto
con evidencia de sintomas clinicos; 100 pacientes que han sufrido TVP, diagnosticados por
ultrasonido doppler o por angiografia y 69 pacientes que han sufrido ACV, diagnosticados por
tomografia computarizada o por angiografia; 112 individuos controles (donantes de sangre) no
relacionados y aparentemente sanos, sin historia personal o familiar de enfermedad

cardiovascular.

1VV.2 Obtencién de muestra

La sangre periférica de todos los individuos fue recolectada mediante la técnica de
venopuncion en el periodo comprendido entre febrero 2005 y julio 2007, luego de obtenido el
consentimiento de previa informacion (Anexo 1). La sangre fue tratada con EDTA
(anticoagulante) y fue congelada para realizar posteriormente el aislamiento del ADN gendémico

y el plan de trabajo presentado en la Figura 10.
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A cada uno de los individuos que participaron en el estudio se les colectaron datos
correspondientes a edad, sexo, habito tabaquico, presencia de hipertension (definida como el uso
de droga antihipertensiva o presencia de una presion sanguinea sistolica de, al menos, 140 mm
Hg y/o una presion sanguinea diastélica de, al menos, 90 mm Hg) y presencia de diabetes
mellitus (definida por niveles de glucosa en sangre de, al menos, 6,93 mmol/L) (anexo 1, Planilla
de recoleccion de datos). Las muestras de sangre de los pacientes que han sufrido IAM fueron
obtenidas en la Unidad de Cuidados Coronarios del “Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio”
(Caracas, Venezuela). Las muestras del grupo control, TVP y ACV fueron obtenidas del Banco

Municipal de Sangre.
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Figure 10. Diagrama de plan de trabajo
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IV.3 Aislamiento de ADN genémico

El aislamiento de ADN gendmico se realizé segin el método establecido por Bowen y
Keeney (2003), a partir de sangre congelada. Se dividio en tres partes principales: lisis celular,
lisis nuclear y purificacion del ADN genomico. Se inicié agregando 700 ul de sangre fresca o
que ha sido congelada, en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Luego se adicionaron 700 ul de Buffer
de Lisis Celular (10 Mm Tris-HCI (pH 8), 11 % p/v Sacarosa, 5 mM MgCl,, 1 % v/v Triton X-
100), se mezclo con el vortex brevemente y se incubd a temperatura ambiente durante 2 minutos.
La muestra se centrifugd durante 5 minutos a 2000 x g a temperatura ambiente. Se descarté el
sobrenadante y se agrego nuevamente 500 pl de Buffer de Lisis Celular, se mezclo con el vortex
brevemente y se centrifugd durante 2 min a 2000 x g a temperatura ambiente, para luego ser
descartado el sobrenadante. Posteriormente se agregaron 300 ul de Buffer de Lisis Nuclear (10
mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM EDTA, 10 mM Citrato de Sodio, 1 % p/v SDS) y se resuspendio el
sedimento utilizando la pipeta. Se agregaron 100 ul NaCl 5,3 M y 500 ul de cloroformo, se
mezcl6 por inversién y se centrifugé 5 minutos a 2000 x g a temperatura ambiente. Se tomaron
300-350 pl de la fase acuosa, se agregaron en un nuevo tubo con 600-700 ul de etanol absoluto
frio y se mezcld por inversion suavemente hasta que se observo la formacion de la malla blanca
de ADN. Una vez que se ha observado esta malla se centrifugé 10 minutos a 12.000 x g a
temperatura ambiente. Luego se descartd el sobrenadante y se dejé secar el etanol
completamente. Posteriormente se agregaron ~100 ul de agua estéril y se dejo resuspender 1-3 h.
a temperatura ambiente. Las muestras obtenidas pueden ser visualizadas en geles de agarosa al

0,8 %.
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V.4 Amplificacion del fragmento contentivo del polimorfismo g.10976 G>A mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR, se amplificd el fragmento contentivo del polimorfismo
g.10976 G>A en el FVII, con los cebadores siguientes cebadores: el cebador sentido (primer
forward) 5° -CAGTCACGGAAGGTGGGAGAC- 3’ y el cebador antisentido (primer reverse)
5° — GGGGTAATTGACGTCTTCTT-3’, a los cuales se les determind una temperatura de
annealing de 56°C, y se espera un fragmento de tamafio de 206 pb, y se evalu6 la presencia del
polimorfismo de interés mediante RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),

empleando la endonucleasa Mspl.

Para llevar a cabo la técnica se realizd6 una mezcla que presentd los siguientes
componenetes : ADN genomico 6 ng/ul, 1 X del Buffer para PCR (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50
mM KCI), 2mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTPs, (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1 pmol/ul de cada
cebador y 1,5 U/ul Tag DNA polimerasa. La reaccién se llevd a cabo en un termociclador

utilizando el programa que se presenta en la tabla 2. Estos pasos se repitieron 25 veces.

Una vez culminado el proceso de PCR, los fragmentos se visualizaron mediante una

electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %.
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Tabla 2. Programa utilizado para realizar la PCR

Pasos Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial (paso 1) 94 5

Desnaturalizacion (paso 2) 94 1

Hibridacion de cebadores o Annealing (paso 3) 56 1

Extension (4 paso) 72 1

Extension final (5 paso) 72 5

IVV.5 Deteccion del polimorfismo g.10976 G>A mediante ensayo de restriccion enzimatica

(RFLP) con la endonucleasa Mspl.

Una vez obtenido el fragmento de 206 pb por la técnica PCR, se procedio a la
identificacion del genotipo del polimorfismo g.10976 G>A a través del ensayo de restriccion
usando la endonucleasa Mspl. En la tabla 3 se muestran los compuestos y las concentraciones
que se requirieron para realizar el ensayo de restriccion, segun las especificaciones de la casa
comercial (Tabla 3). Los fragmentos obtenidos mediante la digestién enzimatica se visualizaron

en geles de poliacrilamida al 8% y en geles de agarosa al 3 %.
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Tabla 3. Compuestos y concentraciones que deben mezclarse para la realizacion de la
digestion enzimética.

Reactivos Concentraciones Cantidad (1X) Condiciones

Agua - 3,65 Temperatura 6ptima
enzimatica: 37°C
Buffer 1X 1l

. Tiempo: 24 h
Enzima 0,25 u/ul 0,125 pl

(Mspl)

Producto - 5ul
PCR

BSA 0,1 mg/ml 0,1 pl

I1V.6 Electroforesis en geles de Agarosa

La cantidad y la calidad del ADN se evalu6 en geles de agarosa. Previamente el material
genético se mezclo con buffer de carga 1 X (5 % glicerol, 0,04 % azul de bromofenol y 0,04 %
xilenecyanol) para luego ser afiadidas en el gel de agarosa, el cual se prepar6 a una concentracion
de 0,8 % si se requeria de la observacion de muestras de ADN gendmico, 0 a concentraciones de
2,5 % y 3% si se deseaba observar muestras de menor tamafio como producto PCR o productos
obtenidos en digestiones enzimaticas. El tampon utilizado para realizar la electroforesis es el
TAE 1X (40 mM Tris acetato, ImM EDTA). La corrida electroforética se realizé empleando una
camara horizontal “Easy Cast” a voltaje constante de 100v durante 15 minutos. EI ADN se
visualizé por la fluorescencia del compuesto SYBR-safe, el cual puede detectar bandas con

cantidades tan pequefias como 20 pg de ADN.
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V.7 Electroforesis en geles de Poliacrilamida

Los productos obtenidos en la digestion enzimética con la enzima Mspl también fueron
visualizados en geles de poliacrilamida para la observacion del patron de bandas resultante. Los
productos fueron mezclados con buffer de carga 1 X (5 % glicerol, 0,04 % azul de bromofenol,
0,04 % xilenecyanol) y posteriormente se cargaron en el gel de poliacrilamida al 8 %, 0,04 % de
persulfato de amonio (APS), 8 % acrilamida-bisacrilamida, 5yl de TEMED vy buffer TAE 1 X,
para un volumen final de 5 ml. Para la corrida electroforética se emple6 una camara vertical
Termo EC120, a 25 mA y 150v durante 30 minutos. Previo a la carga de la muestra, se realiz6

una precorrida del gel durante 15 minutos.

Para la visualizacion de las bandas en el gel de poliacrilamida se realizé el protocolo de
revelado con nitrato de la plata, segun Bradt y colaboradores, 1992. En primer lugar, se agrego la
solucién fijadora (10 % de etanol y 0,5 % de &cido acético glacial), luego se aplicd un lavado
para eliminar el exceso de solucidn fijadora antes de aplicar la solucion de impregnacion (0,15 %
de nitrato de plata). Esta solucion permite la union de la plata al ADN que ha sido fijado
previamente, en este paso también fue necesario realizar un lavado para eliminar el exceso de
plata y obtener un mejor resultado al precipitar la plata con la solucién de revelado (200 pl de

formaldehido al 37 %, 1,5 % hidréxido de sodio).

1VV.8 Secuenciacién

Una vez obtenidos todos los genotipos de todas los grupos de estudio mediante las
técnicas anteriormente descritas, se procedio a escoger al azar distintas muestras para corroborar
su genotipo mediante la técnica de secuenciacion. Las muestras que fueron escogidas se
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trasladaron a la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses ubicado en el Instituto VVenezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), el cual brinda servicios de secuenciacion y anélisis de acidos

nucléicos. Para ello se utiliza un secuenciador de acidos nucléicos modelo ABI 3130XL.

Para realizar la secuenciacion del fragmento de interés de realizé una PCR, para la cual se
realiz6 una mezcla que present6 los siguientes componentes: DNA genémico 13,7 ng/uL, 1 X
del Buffer para PCR (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM de KCI), 2mM MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs’ (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1 pmol/uL de cada cebador y 1,5 U/uL Taq DNA
polimerasa. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador utilizando el programa que se

presenta en la tabla 2.

Posteriormente se realiz6 la purificacion del fragmento obtenido mediante el estuche
comercial AxiPCR cleanup . La purificacion se inici6 agregando 110 pl de buffer PCR-A y 30 ul
de producto PCR, en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Luego se colocé una columna PCR en un tubo
eppendorf de 2 ml, en el cual se agrego la mezcla realizada anteriormente. Una vez realizado el
paso anterior, la muestra se centrifug6é durante 1 minuto a 12000 x g a temperatura ambiente,
posteriormente se descarté el filtrado del tubo eppendorf de 2 ml y se retorno la columna a este
tubo. Luego se agregaron 700 ul del buffer W2 en la columna PCR y se centrifugd durante 1
minuto a 12000 x g a temperatura ambiente, posteriormente se descartd el sobrenadante del tubo
eppendorf de 2 ml y se retornd la columna PCR al tubo anteriormente mencionado y se
agregaron 400 pl del buffer W2 a la columna PCR, para luego centrifugar durante 1 minuto a
12000 x g a temperatura ambiente. Una vez descartado el filtrado, se transfirid la columna PCR a
un tubo eppendorf de 1,5 ml, para luego agregar 25 pl del eluyente, el cual se calento
previamente a 65 °C. Una vez afiadido, se dejé en reposo durante 1 minuto a temperatura

ambiente y luego centrifugar durante 1 minuto a 12000 x g y asi obtener el producto purificado.
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IVV.9 Analisis estadistico

Los primeros céalculos realizados fueron la determinacion del promedio y la desviacion
estandar de la edad, el porcentaje (%) de hombres y mujeres presentes en el estudio, el % de
individuos hipertensos, % de individuos que padecian de diabetes mellitus y % de individuos

fumadores, todos estos célculos se realizaron para todas las poblaciones analizadas.

Una vez obtenidos los datos de los genotipos tanto de la poblacién control como de la

poblacion de pacientes se calcularon las frecuencias genotipicas mediante la siguiente ecuacion.

Frecuencia genotipica = Numero de individuos de un genotipo

Numero total de individuos

Una vez obtenida las frecuencias genotipicas se calcularon las frecuencias alélicas mediante la
relacion entre las frecuencias genotipicas, donde p y q son representados por los alelos del locus
y las letras D, H y R las frecuencias de cada genotipo evaluado. En este caso la letra g representd
el alelo A y la letra p el alelo G. Por su parte la letra D fue representada por la frecuencia del
genotipo GG, la letra H represent6 la frecuencia el genotipo GA vy la letra R la frecuencia del

genotipo AA.
p=D+12H 'y q=R+1/2H

Posteriormente se realizd una evaluacion en la poblacion control con respecto a la
distribucion de los alelos, para constatar si dicha poblacion se encontraba en Equilibrio Hardy-

Weinberg (H-W). Una vez evaluado el equilibrio se calculd la frecuencia genotipica y alélica del
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polimorfismo para cada una de las poblaciones. Para valorar en qué medida se ajustan los
resultados observados a los esperados en una situacion de equilibrio H-W, se realiz6 la prueba

estadistica X2.

Luego se calcularon las razones de proporciones, también denominadas “odds ratio”
(OR), para los tres genotipos posibles del polimorfismo estudiado en cada poblacién;
entendiéndose por el Odds de un evento A, como el cociente entre la probabilidad de que el

evento ocurra y que no ocurra, el cual se define como:

P (ocurra A) P(A)
Odds (A) e e

P (no ocurra A) 1-P(A)

De esta manera el OR, corresponde al cociente del “Odds” de un evento A entre el “Odds” de un

evento B:

Odds(A)
Odds Ratio = ----------------
Odds (B)

Si el Odds de un evento es 1, existe igual probabilidad de que el evento ocurra y de que
no ocurra (P (A) =P (no A) =0,5). Si el “odds” es mayor que 1 implica que lo més probable es
que el evento ocurra, y esa probabilidad es tanto mayor cuanto mas grande es el odds. A la
inversa, si el “odds” es menor que 1, lo mas probable es que le evento no ocurra (Bulla, 1998).

De igual forma sucede con la interpretacion de los valores del Odds Ratio, en donde si el
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cociente resultante es mayor que 1, la probabilidad de que ocurra el evento A es mayor de que

ocurra el evento B y viceversa.

Posteriormente, se realiz6 un andlisis de correlacion entre el 1AM, el ACV y la TVP
como variable dependiente (o0 variable respuesta) y las variables independientes: edad, sexo,
hébito tabaquico, hipertension, diabetes mellitus, presencia del polimorfismo g.10976 G>A;
como variables explicativas mediante un analisis de regresion de curva logistica. Para la

realizacion del andlisis estadistico se utiliz6 el programa estadistico Epi Info 2002.

La regresion logistica es un tipo particular de regresion que se caracteriza porque la
variable dependiente Y, solo puede tomar dos estados, si el fendmeno ocurre (Y=1), o si no
ocurre (Y=0). Es por esta razon que esta técnica puede utilizarse para discriminar entre dos
grupos de casos. Otra ventaja de la regresion logistica, es que las variables causa pueden ser
practicamente de cualquier tipo; pueden ser normales, ordinales o categéricas y pueden usarse

incluso variables cualitativas de sélo dos estados (Bulla, 1998).

De esta manera, una vez determinada la matriz con las variables causa y la variable
dependiente, se partié del modelo de regresién de curva logistica mas complejo el cual incluy6

todas las variables causa (i, j, k y I):

Modelo 2:

e (Boijkimn * P1Xedad)

Probabilidad (infarto) = ----------------m-m-mememm e ,

1 + e (Boijkimn + B1Xedad)
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donde i = edad, j = sexo, j = DM, k = polimorfismo ¢g.10976 G>A y | = polimorfismo g.10976 G>A.

Luego se procedid a determinar el modelo que mejor explicara la variabilidad de los
datos, estableciendo asi de todas las variables causas, cuales fueron las més significativas como
predictoras de 1AM, de ACV y TVP. Para lograr esto, se utilizé el método de eliminacion de
variables no significativas por pasos hacia atras, a partir del modelo de regresion mas complejo
(eliminacién de variables en direction = “backward”), empledndose como criterio para su
eliminacién el coeficiente de determinacién AIC (Criterio de Informacion de Akaike). Por
consiguiente, en un modelo de regresion, el “mejor” modelo sera aquél que tenga un AIC mas

pequefio, donde mas deviancia total es explicada (Saldafia y Urcia, 2009).

1VV.10 Financiamiento

El presente Trabajo de Grado fue financiado por el proyecto FONACIT G-2005000398 bajo la

responsabilidad de la Prof. Antonietta Porco.
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V. RESULTADOS

V.1 Andlisis descriptivo de la poblacion de estudio

La poblacion analizada estuvo constituida en su totalidad por 385 individuos, de los
cuales 112 conformaron el grupo de controles y 273 el grupo de pacientes. Estos ultimos se
subdividieron en tres grupos: el de pacientes que han sufrido IAM, conformado por 103
individuos, el grupo de pacientes que han sufrido de TVP, conformada por 101 individuos y el
grupo de pacientes que han sufrido ACV, conformado por 69 individuos. Previo a la realizacion
del analisis molecular, se procedio a la recopilacion de algunos datos extraidos de las historias
de los pacientes (suministrados por el servicio de cardiologia del HDMPC y el HMDCA) y de

las encuestas realizadas a los individuos controles.

El anélisis datos recopilados permitié determinar que la poblacidn control presentd una
edad promedio de 38,89 + 13,68 afios, mientras que la edad promedio de los pacientes que han
sufrido IAM fue de 57,50 + 10,34 afios. Por su parte, la edad promedio de los pacientes que han
sufrido TVP fue 40,99 + 14,97 afos, y de los que han sufrido ACV fue de 33,44 afios + 14,62

(Tabla 4).

En cuanto a la distribucion del sexo, se evidencié que el sexo femenino se encontraba en
mayor proporcién en el grupo de pacientes que han sufrido TVP, ACV y la poblacién control,
las cuales representaron el 82,76 %, 62,85% y 58,03% , respectivamente; por el contrario se
encontrd que para el grupo de pacientes que han sufrido 1AM, el sexo masculino represent6 el

80,77%.
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Por su parte, los individuos controles fumadores representaron el 24,05%, y el grupo de
pacientes que ha sufrido 1AM fue del 73,4%, contrario a los grupos que han sufrido TVP y
ACV, en donde se observo que el 11,49% y 14,49% poblacién presentd la practica del habito

tabaquico.

En cuanto a la presencia de la hipertension arterial, el grupo de pacientes que ha sufrido
IAM presentd una proporcion alta en relacion a este pardmetro clinico (75,75%) con respecto a
los grupos de pacientes que han sufrido TVP y ACV, los cuales presentaron una proporcion
baja (16,09% y 10,29%, respectivamente); mientras que en los individuos controles, este estuvo
presente en el 19,63%. En relacién a la presencia de la Diabetes Mellitus se observé que en el
grupo de pacientes que han sufrido TVP y ACV, estuvo presente en el 2,29% y 1,47%,
respectivamente, por su parte, en el grupo con IAM estuvo presente esta condicion en el
29,67%, mientras que en los controles estuvo representado por el 2,25% de los individuos

(Tabla 4)
Tabla 4 . Parametros de la poblacién

pacientes |IAM pacientes TVP pacientes ACV Controles

Edad promedio 57,50 10,34 afios 40,99 + 14,97 aflos 33,44 + 14,62 afios 38,89 +13,68 afios

Sexo femenino 19,23 % 82,76 % 62,85 % 58,03 %

Sexo masculino 80,77 % 17,24 % 37,14 % 41,96 %
Presencia de
Hipertension

arterial 75,75 % 16,09 % 10,29 % 19,63 %
Presencia de
habito
tabaquico 73,40 % 11,49 % 14,49 % 24,05 %
Presencia de

Diabetes
mellitus 29,67 % 2,29 % 1,47 % 2,25 %
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V.2 Anélisis Molecular

V.2.1 Aislamiento de ADN genémico (ADNQ)

Para efectuar el analisis molecular del polimorfismo g.10976 G>A presente en el gen que
codifica para el factor FVII de la coagulacion sanguinea, se procedi6 a realizar inicialmente el
aislamiento de ADNg a partir de muestras de sangre periférica obtenida de los individuos

pertenecientes a los grupos (pacientes y controles) que conforman la poblacién analizada.

En la figura 11 se presenta el registro fotografico de una corrida electroforética en gel de
agarosa (0,8%) de ADNg extraido de algunas de las muestras analizadas. La presencia de una
banda uniforme indica una buena integridad y ademéas se obtuvo un buen rendimiento del

material genético.

Figura 11. Registro fotografico de una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. En la figura se observa ADNg
extraido de algunos pacientes que han sufrido infarto agudo al miocardio (IAM) a los cuales se les realiz6
posteriormente el analisis molecular.
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V.2.2 Determinacion del genotipo para el polimorfismo g.10976 G>A mediante la técnica
PCR-RFLP en controles y pacientes con IAM, ACVy TVP
Una vez realizada la extraccion del ADNg, se procedié a realizar la deteccion del
genotipo para el polimorfismo g.10976 G>A, mediante la técnica PCR-RFLP. Esta técnica se
divide en dos fases: la primera fase se realiza una PCR convencional, en la cual se obtiene el
fragmento contentivo del polimorfismo y es posteriormente visualizado mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 2,5%. Una vez obtenido el producto de interés se procede a
realizar la segunda fase, en la cual se realiza una digestion enzimética mediante la endonucleasa
Mspl. Esta enzima es capaz de reconocer un sitio Gnico de restriccion que no es reconocido por
la enzima si la secuencia del ADN contiene la base mutada (A), esto trae como consecuencia
que no ocurra el corte enzimatico; si por el contrario, esta presente la base no mutada (G) en la

secuencia, ocurre el corte enzimatico.

En el fragmento amplificado, ademas del sitio de reconocimiento donde se encuentra la
base polimorfica, existe otro sitio de reconocimiento para la enzima Mspl. De esta manera, en
presencia del alelo G ocurrira la digestion enzimatica en dos sitios del amplicon, generandose 3
fragmentos: de 21pb, 67pb y 118 pb, respectivamente (Figura 12). Por el contrario, en
presencia del alelo A, se pierde un sitio de reconocimiento y en consecuencia no ocurre la
digestion en el sitio polimoérfico, generandose 2 fragmentos: 185 y 21 pb. Un individuo
heterocigoto presentara un patron de cuatro bandas: 185 pb, 118 pb, 67pb, 21pb,
respectivamente y un individuo homocigoto mutado presentara solo dos bandas de 185 pb y 21

pb, respectivamente (Figura 12).
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l l G/A

21pb 67 pb 118 pb
— Fragmento de
Cuando ocurre el cambio de base se 206 pb

B pierde el sitio de restriccion y no se obtenido
genera el corte de la enzima mediante la

] técnica PCR

21pb 185 pb
——

Figura 12. Esquema de los fragmentos obtenidos del corte enzimatico con la endonucleasa Mspl en el
fragmento de 206 pb. En la figura se observan la ubicacion de los dos sitios de restriccion de la enzima y
especificamente en la flecha roja donde se encuentra la base polimorfica de estudio. Cuando el individuo no presenta
la mutacion ocurre el corte enzimético en los dos sitios de restriccion (A), y se obtienen 3 fragmentos que presentan
un tamafio de 21 pb, 67 pb y 118 pb, pero si la mutacién se encuentra presente no ocurre el corte enzimatico en uno
de los sitios de restriccion (B), dando como resultado la obtencién de dos fragmentos de 21pb y de 185 pb.

Luego de efectuar la técnica PCR-RFLP, los resultados se observaron a través de una
corrida electroforética en geles de agarosa al 3% y en aquellos casos en los cuales no se lograba
observar los productos enzimaticos mediante electroforesis en gel de agarosa, se aplicaba

electroforesis en gel de poliacrilamida.

206 pb

MPM 50 pb

Figura 13. Registro fotografico de una electroforesis en gel de agarosa al 2,5%. En la figura se observa la
amplificacion de una Unica banda correspondiente al producto amplificado a partir de ADNg aislado de pacientes
que han sufrido infarto agudo al miocardio (IAM), ademas se puede visualizar el marcador de peso molecular de 50
pb en el carril uno (promega).
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En la figura 13 se muestra el registro fotografico de una de las electroforesis en gel de
agarosa al 2,5 %, de los fragmentos obtenidos mediante la PCR que contienen el polimorfismo
g.10976 G>A ubicado en el exén 8 del gen del FVII, utilizando los cebadores especificos
indicados en la metodologia (seccion 1V.4). En la figura, se muestran los resultados obtenidos
en algunas de las muestras provenientes de pacientes que han sufrido IAM y se visualiza una
banda con el tamafio esperado de 206 pb. Estos mismos resultados fueron obtenidos en todas

las muestras de los grupos analizados.

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos después de la digestion de los
fragmentos amplificados con la enzima Mspl en un grupo de muestras pertenecientes a
pacientes con IAM. Se puede destacar la presencia de la banda de 185 pb en las muestras 014,
026, 028 y 029, indicando la presencia de la base mutada en uno de los alelos, por lo cual el
genotipo de estos individuos analizados es heterocigoto (GA). Las demas muestras que se
observan en la figura presentan Unicamente dos bandas, una banda de 118 pb y otra de 67 pb, lo
que indica la ausencia de la base mutada, por lo cual el genotipo de estos individuos analizados
es homaocigo normal (GG). La banda de 21 pb no se observa en el registro fotografico debido a
que el tamarfio del fragmento es pequefio y se sale del gel de agarosa en las condiciones de la

corrida utilizadas.
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MPM SD 014 026 027 028 029 030 031 032 033 034 035

185 pb
118 pb
67 pb

GA GA GG GA GA GG GG GG GG GG GG

Figura 14. Registro fotografico de una electroforesis en gel de agarosa al 3%. En la figura se observa el patrén
de bandas obtenido de la digestion enzimatica a partir del fragmento contentivo del polimorfismo de de pacientes
que han sufrido infarto agudo al miocardio (IAM). Se observa que el patron de bandas cambia generando la
identificacion de un genotipo distinto. Ademas se puede visualizar el marcador de peso molecular de 50 pb
(promega) y en el carril 2 una muestra del fragmento de 206 pb que no ha sido digerido (SD).

En algunos casos, cuando no se observaron los fragmentos obtenidos de la digestion
enzimatica mediante la electroforesis en geles de agarosa al 3%, se realizaron las corridas
electroforéticas en geles de poliacrilamida al 8%. Al igual que en la electroforesis en gel de
agarosa, se observaron patrones de bandas que permitieron distinguir cada uno de los
genotipos. En la figura 15 se observa el resultado de una electroforesis en gel de poliacrilamida,
en el cual se observan distintos patrones de bandas que permiten la identificacion del genotipo

de 6 individuos controles.

St —

n 0% 04 oa1 0k 0 B
" : s |

E~u~.uti 206 pb

185 pb
118 pb
67 pb

v

v

—— I
GG GG GA GG GG GG

Figura 15. Registro fotografico de una electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. En la figura se observan
los distintos patrones de bandas obtenidos luego de realizar la digestién enzimatica con la endonucleasa Mspl. Se
observa en el Gltimo carril una muestra sin digerir (SD). Estos patrones de bandas permiten identificar el genotipo de
cada una de las muestras provenientes de la poblacién control. Marcador de peso molecular de 50 pb (m).
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V.3 Frecuencias genotipicas y alélicas.

Del anélisis de los genotipos derivados de los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP
de todas las muestras de cada grupo de la poblacion de estudio, se determinaron las frecuencias
genotipicas. Se obtuvo que, tanto para el grupo control como en los pacientes con IAM, TVP y
ACV, el genotipo homécigo normal (GG) presentd la mayor prevalencia, (75,89, 62,13%,
76,24% y 71,01%, respectivamente). Asi mismo, la mayor proporcion de heterocigotos (G/A) y
homocigotos mutados (A/A) se obtuvo para el grupo de pacientes con 1AM (34,95%, 2,91%,
respectivamente) (Figura 16 y Tabla 5). Basados en los calculos de las frecuencias genotipicas de
los grupo de la poblacion analizada, se procedio a calcular las frecuencias alélicas. En la tabla 5
se destaca que la frecuencia del alelo 10976A para el grupo de pacientes que han padecido de
TVP vy los individuos controles es bastante baja. En el caso de la poblacién que ha sufrido ACV
difiere ligeramente de la poblacidn control, mientras que el grupo de individuos que ha padecido
de 1AM presenta una frecuencia mucho mayor a la obtenidas en los individuos controles, lo que

indica que existe mayor presencia del alelo 10976A en este grupo.
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Figura 16. Composicion de todos los grupos de estudio que constituyen la poblacién de estudio. Segun su
genotipo para el polimorfismo ¢.10976 G>A. GG: Homocigoto normal, GA: Heterocigotos y AA: Homocigoto

mutado.

Ademas se calcularon las frecuencias genotipicas para cada grupo de la poblacion de

estudio, las cuales se muestran en la tabla 5, en donde se puede apreciar que la mayor

frecuencia esta representada por el genotipo normal (GG), y se puede denotar que el genotipo

homocigoto mutado (AA) presenta la menor frecuencia en cada grupo de estudio.
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Tabla 5. Resultado de las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para el polimorfismo

g.10976 G>A para cada grupo de la poblacién d estudio

Grupo de mdividuos que han sufido [AM
(enofipos Frecusncia Frecueciadel  Frecuencia del
2 10076 <A ¥ de individups 0§zt ipo Setipica kb delo A
GG 4 6213 06213
GA 36 3485 035
A4 3 191 0.9 0,796 0,204
TOTAL 13 100 | i
Grupo de individuos que han sufido TVP
(enofipos Frecuencia Frecuecia del alelo  Frecuencia
2 10076 G<A n° de mdividuos U senotipo SeNtipica G del alelo A
GG m 7624 0.7
GA pr| 1376 0238
A4 ] ] ] 0,581 0,119
TOTAL 10 100 1 i
Grupo de mdividuos que han sufido ACV
Genofipos Frecusncia Frecueciadel  Frecuencia
210076 G=A 1 de individ uos 0 seofipo semtipica delo & del alelo A
GG 49 .01 071
GA 19 T4 0,175
A4 1 L45 005 03475 01528
TOTAL i 100 | 1
Grupo de individuos controles
Genotipos Frecuenca Frecuecia del alelo  Frecuencia
2 10076 G4 1° de mdividups U4 pannfipo semtipica G del alelo A
GG §5 -3 0,%0
GA 17 ul 0.1
A4 0 ] ] 0,381 0,119
TOTAL 112 100 1 1
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V.4 Evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)

Una vez calculadas las frecuencias genotipicas de cada uno de los grupos de la poblacion
en estudio, se procedié a comprobar si se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg

(H-W) en la muestra de controles como representacion de la poblacion general.

La prueba de H-W se estimd para el polimorfismo de interés mediante las frecuencias
de cada uno de los alelos, pudiéndose constatar la existencia del equilibrio para la distribucion
genotipica de la poblacién control, indicando que existe una probabilidad entre 10 y 15% de
que las diferencias entre los casos observados y los esperados se deban al azar, por lo que se

acepta que esta poblacion se encuentra en equilibrio (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis del equilibrio de H-W para el polimorfismo g.10976 G>ubicado en
individuos sanos como muestra representativa de la poblacion venezolana.

Sitio polimérfico estudiado ‘ X2 ‘ p(lgl

g.10976 G>A 0,211 2,70 - 2,07

G.L. = grados de libertad = N° de fenotipos (3) - n° de pardmetros que estimo a partir de los datos de la muestra (1) -
1 (Suma de frecuencias observadas= Suma de frecuencias esperadas) = 3-1-1= 1 grado de libertad

V.5 Corroboracién de los genotipos encontrados mediante secuenciacion

Con la finalidad de corroborar los genotipos obtenidos mediante PCR-RFLP, se realizo
la secuenciacion en algunos de los fragmentos contentivos del polimorfismo g.10976 G>A. En la
figura 17 se observa el electroferograma con el resultado de la secuenciacion de una muestra de
un paciente perteneciente a la poblacion 1AM. En este caso, el grafico que se observa muestra

parte de la secuencia, en donde se aprecia la presencia de la base A en los dos alelos en la
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posicion 10976, lo que confirma lo encontrado por PCR-RFLP, que indica que el paciente es

homocigoto mutado (A/A).

| —

Figura 17. Registro fotografico de un electroferograma. En la figura se puede observa sefialada en cuadro rojo la
presencia de la base polimérfica, en este caso se puede apreciar la presencia de la mutacién en los dos alelos

En la figura 18 se observa otro de los resultado de la secuenciacion de una muestra de un
pacientes perteneciente al grupo de individuos que han sufrido de ACV, en este caso el grafico
que se observa muestra parte de la secuencia en donde se aprecia la presencia de la base G en los
dos alelos en la posicion 10976, lo que indica que el paciente es homocigoto normal (G/G),

corroborando el resultado obtenido por la técnica PCR-RFLP.
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Figure 18. Registro fotografico de un electroferograma. En la figura se observa sefialada en cuadro rojo la base
polimdrfica, en este caso no se observa el cambio de base en ninguno de los dos alelos.

En la figura 19 se observa el resultado de la secuenciacion de una muestra de un paciente
perteneciente a la poblacion TVP, que resultd por las pruebas moleculares heterocigoto (G/A).

Se observa en la secuencia la presencia de la base G en un alelo y la presencia de la mutacion en
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el otro alelo en la posicion 10976, corroborando el resultado obtenido mediante la técnica PCR-

RFLP.
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Figura 19. Registro fotogréafico de un electroferograma. En la figura se observa sefialado en cuadro rojo la base
polimoérfica, en este caso se puede apreciar la presencia de un doble pico, lo que indica que la mutacién ha ocurrido
solo en uno de los alelos.

V.6 Andlisis estadistico de la poblacion de estudio

V.6.1 Andlisis estadistico univariado del polimorfismo ¢.10976 G>A, y su relacién con el
infarto agudo al miocardio (IAM), trombosis venosa profunda (TVP) y accidente cerebro

vascular (ACV).

Con la finalidad de determinar si existe alguna relacién entre la presencia del
polimorfismo estudiado y el riesgo de sufrir las patologias, se procedié a calcular la razén de
proporciones, la cual se aplico evaluando los distintos genotipos del polimorfismo de interés en
ambos grupos (pacientes y controles). La evaluacion de los odds ratio (OR) permite expresar la
proporcion de veces que un suceso ocurra frente a que no ocurra. En la tabla 8 se pueden
observar los resultados del anélisis, en los cuales se evidencio que para el polimorfismo g.10976
G>A en la poblacion de pacientes que han padecido 1AM presentdé un OR >1, indicado que fue

1,92 veces mas probable encontrar el alelo A en el grupo de infartados que en el grupo de
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individuos controles, este valor fue estadisticamente significativo. Para el grupo de individuos
que ha sufrido de TVP, ésta presentd una proporcion cercana a uno (0,98), indicando que el
incremento del riesgo no es notable, y no puede establecerse una relacion. Por dltimo la
poblacion de pacientes que han sufrido ACV present6 una proporcion ligeramente mayor a uno,
indicando que es 1,28 veces mas probable encontrar el alelo A en el grupo de pacientes que han

sufrido ACV que en el grupo de individuos controles, pero no fue estadisticamente significativo.

Tabla 7. Relacién de las poblaciones estudiadas con la presencia del alelo A, a través de la
razon de proporciones.

Razén de Intervalo de
Poblacién Alelo proporcion confianza Relacién
IAM A 1,92 1,02 - 3,61 <0,05 Si
TVP A 0,98 0,73-1,93 >0,05 No
ACV A 1,28 0,62 - 2,67 > 0,05 No

V.6.2 Interaccién del polimorfismo g.10976 G>A junto a otros factores de riesgo en el

desarrollo de las diferentes patologias tromboticas.

Las patologias tromboticas como el 1AM, la TVP y el ACV se han caracterizado por ser
enfermedades multifactoriales, por lo cual se procedié a analizar los datos obtenidos de las
historias clinicas y encuestas realizadas mediante un modelo de regresion logistica binaria o
bivariada. Dicho analisis permite relacionar la accién de variables independientes con una

respuesta dicotdmica, que en este caso seria la presencia o ausencia de la patologia.
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El modelo evaluado fue la variable condicién (presencia o ausencia de la enfermedad)
contra las variables sexo, edad, presencia de hipertension arterial, presencia de diabetes mellitus,
habito tabaquico y el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A. La variable sexo presenta dos
categorias correspondientes al sexo masculino (M) o femenino (F), la edad fue medida en afios,
mientras que la hipertension arterial, diabetes mellitus, habito tabaquico y el polimorfismo
g.10976 G>A, bajo dos categoria (si 0 no). Por ultimo, la variable independiente y, como
presencia o ausencia de la patologia.

Para realizar dicha regresion se tomaron todas las variables causa y sus posibles
interacciones. Los resultados obtenidos indican que para este modelo, las variables edad (mayor
de 50 afios), sexo masculino, hipertension y habito tabaquico se encuentran relacionados con el
padecimiento del IAM (tabla 8). Para el caso de la poblacién de pacientes que han sufrido TVP
se obtuvo que la variable sexo femenino se encuentra relacionada con el padecimiento de esta
patologia y por Gltimo, para el caso de la poblacién de pacientes que han sufrido de ACV no se
observé ninguna variable relacionada con el padecimiento de esta patologia. En este punto es
importante destacar que para realizar una regresion logistica los datos deben ser homogéneos, es
decir, cada muestra incluida en el analisis debe presentar los datos completos para todas las

variables que se estan evaluando (tabla 8).
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Tabla 8. Anélisis de regresion logistica bivariada del impacto de distintos factores de riesgo
en el desarrollo de IAM, TVP y ACV

Variable B ES Valor Z p-valor
Pacientes
Constante 0,98846 -6.112 9,85¢ ™"
-6,0412
Edad 0,06869 0,01879 -2,82 0,000257
1AM
Sexo Masculino 0,49835 3.655 0,017
1,73522
Hipertension 0,8182 3.868 0,00011
1,92749
Habito tabaquico
1,99067 0,45473 4.378 1,20e®
Constante
TVP 1 0,5266 2 0,01688
Sexo femenino
0,9057 0,3109 2,914 0,00357
Constante
0,20771 0,85767 0,242 0,809
Edad
-0,0034 0,0136 -0,247 0,805
Sexo Masculino
ACV -0,3288 0,36957 -0,89 0,374
Hipertension
-0,3532 0,65512 -0,539 0,59
Habito tabaquico
-0,2733 0,47762 -0,572 0,567
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VI. DISCUSION

Entre las enfermedades no transmisibles, las enfermedades vasculares ocupan un lugar
preponderante en muchos paises a nivel mundial, principalmente en el hemisferio occidental.
Aquellas relacionadas con la trombosis son las causas mas comunes de morbilidad y mortalidad
en los paises de este hemisferio, principalmente en la mayoria de los paises en vias de desarrollo,
por lo cual han sido objeto de estudio durante las Gltimas décadas. Debido a la alta incidencia de
las enfermedades tromboticas en el mundo, distintos investigadores se han enfocado en estudiar
las causas por las cuales éstas se producen, las medidas para limitar el dafio luego de que ocurren
y las medidas para prevenirlas, con el fin de lograr disminuir su incidencia, generar un
diagnostico preventivo y el apropiado tratamiento, y asi, reducir la morbilidad asociada a estas
patologias. Recientemente, numerosos estudios se han enfocado en evaluar la asociacion entre
las patologias trombéticas y la presencia de diferentes factores de riesgo que promueven la
hipercoagulabilidad sanguinea, la cual puede ser ocasionada por la perturbacion en la regulacion
y el balance de la hemostasia, generando principalmente hemorragias o trombosis, siendo esta
ltima de importancia en este trabajo. Diferentes estudios han demostrado que la alteracion de
todos los mecanismos involucrados en este proceso puede generar la formacién de trombos sin
existir dafio vascular, por lo cual, ha sido estudiado extensamente el funcionamiento de este

proceso asi como su integracion funcional.

Recientemente numerosos estudios se han avocado a evaluar la asociacion entre las
distintas enfermedades trombdticas y la presencia de factores de riesgo de origen genético del
tipo pretromboticos que promueven la hipercoagulabilidad sanguinea (Lane y Grant, 2000).

Ademas, los investigadores han enfocado sus trabajos en identificar genes con polimorfismos
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que se dan en la poblacion con mayor frecuencia y que podrian influir en el riesgo de padecer

una enfermedad.

Basados en lo mencionado anteriormente y teniendo en cuenta el hecho que la
hipercoagulabilidad es un factor de riesgo determinante en las enfermedades trombdticas y el
FVII es una proteina clave en el comienzo del proceso de la coagulacion. Este trabajo se centro
particularmente en el analisis del polimorfismo g.10976 G>A, presente en la regién codificante
del gen que codifica para el factor VII de la coagulacion humana, investigacion realizada por
primera vez en una muestra de la poblacion venezolana. Este polimorfismo se ha reportado que
genera un efecto en los niveles plasmaticos de esta proteina y es por ello que se ha asociado en

distintos casos con el desarrollo de las patologias tromboticas.

VI.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo g.10976 G>A de los diferentes
grupos de estudio.

En este trabajo se reportan por primera vez en Venezuela las frecuencias genotipicas y
alélicas del polimorfismo g.10976 G>A obtenidas en poblacién en una poblacion de estudio que
includ individuos sanos y pacientes con trombosis. En relacion al grupo de individuos controles,
los resultados obtenidos en el presente trabajo (tabla 5) son muy similares a las derivados del
trabajo realizado por el grupo Thrombosis and Vascular Biology, en una poblacion italiana, en el
cual se obtuvo que la frecuencia del genotipo normal (GG) fue de 0,71, para el genotipo
heterocigoto (GA) fue de 0,265 y para el genotipo homocigoto mutado (AA) fue de 0,018

(Thrombosis and Vascular Biology italian study group, 2003).

Contrariamente, en otros estudios realizados en poblaciones europeas, los valores de las

frecuencias genotipicas difieren considerablemente. En una investigacion realizada por Ardissino
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y colaboradores, en un grupo de individuos provenientes de una poblacion italiana
aparentemente sana, la frecuencia para el genotipo GG fue de 0,65, mientras que para el genotipo
GA fue de 0,28 y para el genotipo AA fue 0,025. (Ardissino y col., 1999) También, se han
realizado estudios en individuos con ascendencia arabe, en los cuales los resultados obtenidos
igualmente difieren considerablemente con los alcanzados en el presente trabajo.
Especificamente, Nour y colaboradores obtuvieron en dicha poblacion valores de 0,625 para el
genotipo homocigoto normal, 0,324 para el genotipo heterocigoto y 0,051 para el genotipo
homocigoto mutado. A su vez, en otros estudios realizados en poblaciones africanas se han
obtenido valores de frecuencias genotipicas muy parecidas a las obtenidas en las poblaciones

provenientes de descendencia arabe (Mtiraoui y col., 2005).

Asi mismo, se observé que en el grupo de individuos controles la frecuencia alélica para
el alelo G fue 0,8891 y para el alelo A fue 0,119, las cuales son muy similares a las obtenidas por
Green y colaboradores en el afio 1991. Estos autores realizaron un estudio en una poblacion de
Londres, la cual estuvo comprendida por 284 individuos, aparentemente sanos, en la que
obtuvieron para el alelo A una frecuencia de 0,11 y para el alelo G de 0,89. Otros estudios que se
han realizado en poblaciones pertenecientes al continente africano presentan frecuencia alélicas
mucho mayores a las obtenidas en este estudio y en poblaciones europeas. Tal es el caso de la
investigacion realizada por Nour y colaboradores en el afio 2005, en una poblacion perteneciente
a Tanez, en la cual analizaron 176 individuos sanos, donadores de sangre, y observaron que la
frecuencia del alelo A fue de 0,213 y para el alelo G fue de 0,787, muy diferentes a las obtenidas
en este trabajo. Estos resultados demuestran que la distribucion de los alelos del polimorfismo
g.10976 G>A es altamente heterogénea en las diferentes poblaciones, lo que sugiere la influencia

del origen étnico en dicha distribucion.
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En relacidn a los resultados de las frecuencias genotipicas obtenidas en este trabajo en el
grupo de individuos que han sufrido 1AM, estos difieren considerablemente a los obtenidos en
los individuos controles (tabla 5). Es importante destacar que las frecuencias obtenidas para los
genotipos heterocigoto y homocigoto mutado en el grupo de pacientes con IAM fueron las mas

altas en comparacion con todos los grupos analizados.

Al comparar los resultados obtenidos en el grupo de pacientes con 1AM, con otros
estudios realizados en el mismo tipo de pacientes, se encontraron diferencias. En un estudio
realizado por lacoviello y colaboradores en el afio 1998 en una poblacion italiana el valor
obtenido para el genotipo GG fue 0,695, para el genotipo GA se obtuvo una frecuencia de 0,299
y para el genotipo AA se obtuvo una frecuencia de 0,006. En otra investigacion realizada por
Owagua y colaboradores en el afio 2004 en una poblacion asiatica, especificamente japonesa, en
la cual se analizaron 127 individuos que han sufrido IM y 150 individuos aparentemente sanos,
obtuvieron que la frecuencia para el genotipo GG fue de 0,921 para el grupo de individuos que
han sufrido 1M, para el genotipo GA fue de 0,078 y por ultimo, para el genotipo AA no se
obtuvo ninguna frecuencia. Ademas en una investigacion realizada por Taymaz y colaboradores
en el afio 2007 en poblaciones turcas, las frecuencias obtenidas fueron muy similares a las

reporadas en la poblacién italiana.

Los valores de frecuencias genotipicas obtenidos en el grupo de individuos que han
sufrido ACV, no difieren considerablemente de la poblacion control. Es importante mencionar
que este grupo estuvo conformado por un namero de individuos menor en comparacion con los
otros grupos, lo cual podria estar afectado el resultado real. En este cso, la frecuencia del alelo G
fue de 0,8475 y la frecuencia del alelo A fue 0,1525, valores que no difieren significativamente

del grupo control. Es importante destacar que los valores obtenidos en este estudio son muy
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similares a los obtenidos por Heywood y colaboradores en el afio 1997, quienes analizaron una
poblacion perteneciente a diferentes grupos étnicos. En el estudio se obtuvo que la frecuencia del
alelo A fue de 0,12 mientras que para el alelo G fue de 0,88. Estos resultados indicaron que no se
obtuvo ninguna correlacion entre el alelo mutado y la enfermedad, y sugieren que una de las
razones mas relevantes por las cuales no encontraron una relacion positiva fue por la inclusion de

distintos grupos étnicos en el estudio.

Para el grupo de individuos que han sufrido de TVP, las frecuencias genotipicas son muy
similares a las obtenidas en el grupo control. Esta similitud en los valores entre estos dos grupos

puede indicar que el polimorfismo no presenta ninguna relacién con la patologia.

Es necesario destacar que las variaciones entre las frecuencias genotipicas y alélicas
obtenidas en este trabajo y las obtenidas en distintos estudios realizados en diferentes partes del
mundo difieren considerablemente, ésta variedad en las frecuencias puede ser causada por las
diferencia entre los grupos étnicos de cada uno de los estudios, asi como el entorno ambiental en
el cual se desenvuelven las poblaciones analizadas, ademas es importante acotar que la poblacién
venezolana se origina a partir de diferentes grupos étnicos, lo cual puede generar que las
frecuencias no sean muy similares a las obtenidas en otros trabajos (Moniek y col., 1997; Lane y

Grant, 2000).

V1.2 Asociacion del genotipo del polimorfismo g.10976 G>A con las diferentes patologias
trombdticas.

Luego de obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de los distintos grupos de estudio,
se procedio a la evaluacion del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) en el grupo control de los

alelos del polimorfismo ¢.10976 G>A. Esta prueba considera que las frecuencias génicas y
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genotipicas se mantienen constantes de generacion en generacion, lo que permite determinar las
frecuencias que deben ser observadas en la poblacion para cada genotipo en funcion de las
frecuencias de los alelos (Ziegler, Van Steen y Wellek, 2010). La prueba de H-W se estimo para
el polimorfismo de interés mediante las frecuencias de cada uno de los alelos, pudiéndose
constatar la existencia del equilibrio para la distribucion genotipica de la poblacion control,
indicando que la probabilidad de que las diferencias entre los casos observados y los esperados
se deban al azar, es entre un 10 y un 15%, lo cual indica que este grupo no se encuentra
sometido a mutacion, seleccién o migracién, representando una situacion estatica en la que la

estructura génica no cambia.

Una vez establecido que los alelos del polimorfismo estudiado se encuentran en
equilibrio se procedio a determinar la asociacidn del genotipo con el desarrollo de la patologia.
En primer lugar se procedid al calcular la razon de probabilidades (OR) en los 3 grupos de
pacientes. Solamente se encontré un OR>1, estadisticamente significativo, en el caso del grupo
de pacientes con IAM. Particularmente, para este grupo se obtuvo que es hasta 1,92 veces mas
probable la presencia del alelo A, lo cual indica que existe una asociacion entre el alelo mutado y
la patologia. Esta correlacion positiva también fue reportada en un estudio realizado por Shanker
y colaboradores, en el afio 2009 en una poblacion indd, en el cual analizaron 222 individuos
afectados con enfermedades de arteria coronaria y 105 individuos sanos. Del analisis realizado se
reportd que es 2,472 mas probable encontrar el alelo mutado en los individuos que han sufrido
enfermedades coronarias con respecto a los individuos sanos, lo que les permitié sugerir que la
presencia del alelo A aumenta el riesgo a padecer enfermedades en las arterias coronarias.

Aunque en el presente trabajo y en el estudio realizado por Shanker y colaboradores en el

afio 2009, se obtuvo correlacién con el 1AM, en otros estudios realizados en poblaciones
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europeas, no se ha encontrado tal correlacion. Investigaciones realizadas en poblaciones italianas
se han reportado valores de OR iguales a 1, lo que indica que existe igual probabilidad de que el
polimorfismo esté presente en la poblacion control como en la poblacion de individuos
infartados (Ardissino y col., 1994; lacoviello y col., 1998; Girelli y col., 2000). Otros trabajos
realizados en poblaciones asidticas, especificamente poblaciones japonesas, no han encontrado
relacion entre el infarto agudo al miocardio y el polimorfismo de interés en este trabajo. Ademas
en estudios realizados por otros investigadores, se ha tratado de correlacionar el alelo A del
polimorfismo g.10976 G>A con patologias cardiovasculares (van’t Hooft y col., 1999; Mtiraoui
y col., 2005; Taymaz y col., 2007), sin embargo no se ha reportado dicha asociacion.

Aunque para el grupo de individuos que han sufrido de ACV se obtuvo que es 1,28 veces
mas probable encontrar la presencia del alelo A, este resultado no fue estadisticamente
significativo. Sin embargo, este valor podria indicar que existe una asociacion entre el alelo A 'y
el desarrollo de la patologia, y la falta de significancia estadistica se deba al bajo n poblacional
empleado en este grupo.

Por ultimo, para el grupo de individuos que han sufrido de TVP se determind que el OR
era 0,98, este valor es cercano a uno, lo que indica que existe igual probabilidad de encontrar el
alelo A tanto en este grupo de pacientes como en el grupo control, indicando que no existe
correlacion positiva entre el polimorfismo y la enfermedad.

Es importante sefialar que la mayoria de los estudios que investiga el papel del genotipo
del polimorfismo g.10976 G>A, han estado enfocados hacia las patologias trombdticas arteriales,
ya que en el sistema arterial, debido a la presencia de las placas de ateroma, las cuales originan
lesiones endoteliales, generan la exposicion de proteinas como el FT, lo que hace mas probable

la activacion de la coagulacion por parte del FVII en comparacion de las patologias tromboticas
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venosas. La formacion de un trombo venoso en este sistema ocurre especificamente por la
disminucion de la velocidad de la sangre en las zonas aledafas a las valvulas, debido a que en
estos sitios hay ambiente reoldgico propicio, la velocidad de la sangre es menor y la corriente
local es casi estatica, lo cual favorece que se encuentren més factores de coagulacion vy
procoagulantes generando su acercamiento. Ademas, debido a que generalmente no ocurre una
lesion en el endotelio venoso, tampoco se genera la exposicion del cofactor de la proteina de
interés en este estudio, lo que indica que es menos probable que la activacion de la coagulacion
se origine por esta via, lo cual explicaria la explicaria la falta de asociacién encontrada en los
pacientes con TVP.

Por el contrario, las patologias trombdticas arteriales ocurren bajo presiones sanguinea
altas en donde la ruptura de la placa de ateroma expone distintas proteinas, generando la
estimulacion del proceso de coagulacion (Lane y Grant, 2000). Ademas la obstruccion de las
arterias involucra trombos generalmente pequefios mientras que para la obstruccion de una vena

se requiere de un gran coéagulo, asi como el exceso de inductores de trombosis.

V1.3 Posible efecto del alelo A del polimorfismo g. 10976 G>A en la funcionalidad del FVII

La activacion del proceso de coagulacion requiere principalmente de la union de la
proteina FVII con el FT, y para ello, es de vital importancia la region catalitica del FVII (Kelley
y col., 2004). El polimorfismo g.10976 G>A, descrito por primera vez por Green y colaboradores
en 1991, caracterizado por el cambio del nucleétido guanina por el nucledtido adenina,
generando el cambio del aminoacido arginina por el aminoacido glutamina en el residuo 353 de
la proteina, se encuentra ubicado en la region catalitica de la proteina, muy cerca del residuo 344,

caracterizado por ser uno de los sitios activos de esta region. EI cambio que genera el alelo A de
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este polimorfismo resultaria en un cambio de carga dentro de esta region de la proteina, lo cual
puede traer como consecuencia que la estructura terciaria puede ser alterada, afectando las
propiedades cataliticas de la misma, asi como su proceso extracelular e intracelular, indicando
que esta mutacion genera un cambio de base funcional que afecta directamente a las propiedades
del producto de la proteina (Green y col., 1991).

Desde que este polimorfismo fue reportado, se han publicado distintos estudios, los
cuales se han llevado a cabo en distintas partes del mundo (ltalia, Reino Unido, Estas Unidos,
Japoén, China, India, entre otros), los cuales han relacionado esta mutacién con la variacion de los
niveles del factor VII en plasma. En éstas investigaciones se reportan resultados controversiales
sobre papel del genotipo de dicho polimorfismo en los niveles del FVII (lacoviello y col., 1998;
van’t Hooft y col., 1999; Girelli y col., 2000; Wu y col., 2001). En la mayoria de estos estudios,
suelen medirse tanto los niveles de FVII en plasma, como los niveles de FVII antigénico
(FVllag), determinando la concentracion proteica del factor, como del factor VII coagulante
(FVIIc), el cual refleja fundamentalmente la fraccion de FVII presente en el plasma que esta
activado. Estos valores se correlacionan con el genotipo de los distintos grupos de estudio, asi
como se calcula la razén de probabilidad (OR) que el polimorfismo esté relacionado con el
riesgo de padecer una patologia en particular. Ademas, esos resultados se relacionan con la
presencia de otros factores como la hipertension, el nivel de lipidos en sangre, la presencia de
diabetes de diferentes tipos y el habito tabaquico. Estas publicaciones reportan que niveles del
factor VIlag disminuyen en presencia del alelo A, especificamente en aquellos individuos con el
genotipo homocigético mutado AA, por lo cual sugirieron la posibilidad de que este
polimorfismo puede ejercer un efecto protector contra las patologias tromboticas (Humphries y

col., 1994; Hunault y col., 1997).
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En otra investigacion realizada por Dickinson y Ruf en 1996, donde analizaron
exhaustivamente la region catalitica del FVVIla empleando mutagénesis sitio dirigida, incluyendo
la mutacion de interés de este trabajo. La presencia del alelo mutado A no generd ningin cambio
en la activacion de la molécula ni un cambio en la especificidad por el sustrato de la proteina.
Otras mutaciones realizadas en codones que codifican para residuos de la proteina cerca del
residuos 353, de importancia en este trabajo, se mostraron estar implicadas en la unién a TF,
mientras que el residuo 341 ubicado en la hendidura -catalitica estuvo implicado
fundamentalmente en la funcién proteolitica y especificidad de sustrato del FVlla.

En otra investigacion en la cual se corroboré que ocurre una disminucion en los niveles
del FVII en el plasma en presencia del alelo A del polimorfismo g.10976 G>A, fue la realizada
por Hanault y colaboradores (1997). Estos autores investigaron si el genotipo del polimorfsimo
g.10976 G>A estaba independientemente asociado con la reduccion de este factor en plasma.
Realizaron un ensayo de transfeccion en células COS con el vector de expresion pLEDFVIIwt, el
cual contenia el ADNc del FVII de humano con el alelo G o con el alelo A. En ambos casos,
luego de la expresion del FVII recombinante se analizé el contenido de la proteina tanto en el
sobrenadante (extracelular) como en células lisadas (intracelular). Observaron que los niveles de
FVllag tanto extracelular como intracelular en los cultivos de las células transfectadas con el
plasmido que contenian las construcciones que no presentaban la mutacion eran muy similares,
mientras que para las células que presentaba la construccion con el plasmido que presentaba la
mutacion era mayor el contenido del FVIlag intracelular. Estos autores sugirieron que la
substitucion del aminoacido arginina por el aminoacido glutamina reduce la secrecion del FVIlag

y que el alelo A del polimorfismo no altera la actividad especifica del FVII.
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La estructura tridimensional preliminar de la proteina sugiere que el residuo 353 esta en
el lado opuesto de la molécula, frente al sitio activo. Esta ubicacion periférica apoya la
posibilidad que la sustitucién influye en las interacciones del FVII con superficies de
fosfolipidos, en consecuencia, esta involucrada en la interaccion entre las lipoproteinas ricas en
triglicéridos y la molécula de FVII, lo cual pudiera alterar la fuerza de esta interaccion y afectar
la velocidad de division de la cadena simple de la forma no activada (Humphries y col., 1994).

Finalmente, los estudios revisados indican que el alelo A del polimorfismo g.10976 G>A
esta relacionado con la disminucion de los niveles del FVII de la coagulacion debido a que la
mutacién genera que la secrecidn de la proteina se reduzca.

Contrariamente a lo dicho anteriormente, en este estudio se obtuvo una relacién positiva
entre el genotipo del polimorfismo y el 1AM, lo que indica que aunque se ha sugerido que la
mutacién afecta la secrecion de la proteina al plasma, también puede afectar la interaccion con
otras moléculas y como consecuencia generar la activacion de la misma y asi, la activacion del

proceso de coagulacion (Sahay col., 1994).

V1.4 Otros factores de riesgo asociados con el riesgo de desarrollar patologias tromboticas.

Otros factores de riesgo asociados con el desarrollo de las patologias trombdticas se
encuentran relacionadas directamente con la alteracion del mecanismo hemostatico y el
subsecuente dafio a las paredes de los vasos sanguineos asi como al aumento de la viscosidad de
la sangre (Lane y Gant, 2000). EI aumento en los niveles de colesterol, el habito tabaquico, la
didbetes mellitus, la obesidad y la hipertension arterial aumentan la viscosidad de la sangre, y

estos cambios en la viscosidad sanguinea a causa de la edad y el sexo se debe a la elevacion de
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glébulos rojos que presentan mayor envejecimiento celular, que en la mujer se reemplazan
rapidamente antes de la menopausia por la menstruacion (Kamenevay col., 1998).

A medida que aumenta la edad, la actividad del corazon tiende a deteriorarse, ademés
ocurre el aumento del grosor de las paredes del corazon, las arterias pueden endurecerse y perder
su flexibilidad, como también ocurre la deposicién de la grasa, lo que genera que el corazén no
pueda bombear eficientemente la sangre hacia todo el organismo. Adicionalmente, a medida que
aumenta la edad, el tipo de vida es méas sedentario, de tal forma que la sangre se mueve
lentamente y es méas propensa a coagular (Baskurt, 2003).

En el presente trabajo se observd que la edad promedio de los pacientes que han sufrido
IAM fue mayor (57,50+10,34) que la del grupo control (38,89 +13,68). Del andlisis de regresion
de curva logistica de la poblacion analizada, se obtuvo una correlacion positiva (con una
significancia mayor al 95%) entre la edad y la ocurrencia del IAM. Estos resultados apoyan que
a medida que avanza la edad, el riesgo de sufrir un IAM se hace mayor. Por su parte, la
poblacion de individuos que han padecido ACV y TVP, presentaron una edad promedio menor o
muy similar (33,44 + 14,62 y 40,99 + 14,97 respectivamente) a la de los individuos controles,
por lo cual no se observé correlacion.

Con respecto al género como otro de los factores de riesgo estudiados, se observo que en
los pacientes con infarto, el mayor porcentaje lo representd el género masculino, constituyendo
el 82,77% de la poblacion. En consecuencia, Se observo una asociacion significativa entre la
presencia del género masculino y el IAM. Estos resultados concuerdan con los presentados por
otros autores, ya que se ha reportado que la mayor incidencia de infarto la presentan los hombres,
con 60 individuos afectados por cada 10.000 hombres, entre los 55 y 59 afios de edad (Doggen y

col., 1998).
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La etiologia del IAM es diferente en mujeres que en hombres, esto es debido a que el
género femenino estd sujeto a una proteccion estrogénica en la edad fértil, por lo que
generalmente las mujeres estan protegidas de las enfermedades del corazon hasta la menopausia,
que es cuando el riesgo comienza a aumentar, siendo similar en mujeres de 55 afios al de los
hombres que son diez afios mas jovenes. Se observo que en la poblacion de individuos que han
sufrido TVP, el mayor porcentaje lo represent6 el género femenino, constituyendo el 82,76% de
la poblacién. Esto puede estar vinculado a que se ha reportado que el tratamiento anticonceptivo
hormonal oral incrementa el riesgo de enfermedad trombética venosa, al producir un aumento
del fibrindgeno y de los factores Il, VII, 1X, X, proteinas C y S y la AT-IIl, generando la
formacion de trombos (Anderson y Weitz, 2010).

La hipertension por su parte, que se reporté como variable significativa en el anlisis de
regresion logistico, se encontraba presente en un 75,75% de la poblacién de pacientes que han
sufrido IAM. Este parametro también aumenta la resistencia periférica y la probabilidad de
inducir disfuncion endotelial y aterosclerosis como resultado del estrés de cizalladura del flujo
sanguineo sobre el endotelio. Asi mismo, una vez formada la placa aterosclerdtica, el aumento de
la presion sanguinea, la viscosidad, y la estenosis, incrementan el estrés de cizalladura local, lo
que se traduce en la ruptura de la placa y la formacion del trombo (Vaquero, 2004).

Finalmente, es importante destacar al habito tabaquico como factor de riesgo, el cual fue
correlacionado positivamente con los individuos de la poblacion 1AM, en los cuales se observo
que el 73,4% de la poblacion de individuos presentaron este habito. El tabaquismo tiene un
impacto mayor sobre los eventos coronarios agudos, a saber los mecanismos involuntarios

incluyen: trombosis, disfuncion endotelial e inflamacion. Los tres componentes del humo del
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cigarrillo que parecen contribuir a la enfermedad cardiovascular son la nicotina, el mondxido de
carbono y los gases oxidantes (Benowitz y Gourlay, 1997).

El tabaquismo aumenta el riesgo de desarrollar un evento cardiaco. Ademas este habito
favorece el desarrollo de la placa aterosclerdtica durante el periodo inicial del crecimiento de
ésta, y luego influiria en la ruptura de placa y la formacion del trombo. Ademas, la nicotina
aumenta la secrecion de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), lo cual conduce a un
aumento del trabajo y de la frecuencia del corazon y eleva la tensién arterial. Por su parte, el
mondxido de carbono se une rapidamente a la hemoglobina y de este modo, reduce la cantidad
de hemoglobina disponible para transportar oxigeno e impide su liberacion a los tejidos. Esto
provoca un estado de hipoxia relativa y un incremento en el nimero de glébulos rojos, que
contribuye a un aumento en la viscosidad sanguinea, y por consiguiente al estado de
hipercoagulabilidad observado en los fumadores (Benowitz y Gourlay, 1997).

Ademaés, varios estudios han reportado fuertes asociaciones positivas entre las
concentraciones del FVIIc plasmatico y el triasilgliserol (TAG). Se propone que este efecto se
debe, al menos, en parte a la capacidad de las lipoproteinas ricas en TAG para promover la
divisién del zimogeno inactivo de cadena sencilla de FVII al FVIla (Roche y col., 2000).

Se ha sugerido que el FVII se une a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las
cuales se encuentran constituidas aproximadamente de 43-74% de triglicéridos y un 9-23% de
colesterol, los cuales prolongan su vida media y a su vez, genera que pequefias cantidades de
FVII se conviertan en FVlla a través del contacto con la superficie. Ademas, se ha demostrado
que un aumento postpandrial en el FVIIc no esta asociado con un aumento en el FVllag (Saha 'y

col., 1994).
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En un estudio realizado por Saha y colaboradores, en el afio 1994 se concluyd que el
alelo A del polimorfismo g.10976 G>A presenta una influencia sobre la activacion del FVlic
plasmético. En este estudio se sugirio que la adicion de VLDL provoca un rapido aumento de la
actividad del FVIIc en los individuos que presentaban al menos uno de los alelos mutado, lo que
ha sido interpretado como un aumento de la conversion del FVII zimdgeno a FVlla, que puede
sugerir que el cambio del aminoacido genere una mejor interaccion de la proteina con este tipo
de lipoproteinas generando mayor activacion del FVII.

En estudios in vitro realizados, en sistemas de plasma purificado, también han sugerido
que las lipoproteinas tales como los quilomicrones y VLDL, con densidad suficiente de carga
negativa, promueve la activacion por contacto de la via intrinseca de la coagulacion y. por lo
tanto, del FVII de la coagulacion (Sahay col., 1994).

Sin embargo, es importante mencionar que se ha sugerido que el papel central del FXII
en las interacciones entre las lipoproteinas ricas en triglicéridos y la via intrinseca de la
coagulacién, que pueden conllevar a la activacion del FVII. Esto se basa Unicamente en estudios
in vitro en sistemas de plasma purificado, mejorando el proceso de activacién (Saha y col.,
1994).

Por lo anteriormente expuesto, se puede sugerir que los individuos analizados en nuestro
estudio, que presentan el alelo mutado A y tengan habitos alimenticios ricos en colesterol y
triglicéridos, podrian estar predispuestos a la activacion del FVII sin que ocurra la union con el
FT, debido a que la mutacion puede generar mayor interaccion entre este grupo de lipidos y la
proteina, conllevando a la activacion de la misma. Aunque en varios estudios se ha reportado la
disminucion de la secrecion del FVII, si existe gran cantidad de este tipo de lipoproteinas, la

activacion del FVII aumentard y generard como consecuencia la activacion del proceso de
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coagulacién sanguinea y asi la formacion de trombos sin dafio en el endotelio. En
investigaciones futuras serd necesario medir el nivel de colesterol en la poblacién de estudio para
determinar si existe una correlacion entre este tipo de lipido y la presencia del alelo A del
polimorfismo g.10976 G>A en el desarrollo de patologias coronarias como el IAM.

Finalmente, cabe destacar que los resultados obtenidos en este trabajo, en relacion al
polimorfismo ¢.10976 G>A, son reportados por primera vez en Venezuela y representan un
aporte importante dentro de los distintos factores de riesgo que pueden influir a la predisposicion
de patologias trombdticas arteriales dentro de la poblacion venezolana. Ademas, este tipo de
investigaciones permite generan un mayor conocimiento sobre las diferencias entre la

variaciones genéticas presentes en nuestro pais en comparacion con distintas partes del mundo.
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VII. CONCLUSIONES

1. Se observo que el grupo de pacientes que han sufrido IAM presentd una edad promedio
mayor, un porcentaje mas alto de fumadores, un mayor porcentaje de individuos del
género masculino, y un mayor porcentaje de individuos que presentacion diabetes

mellitus e hipertension arterial.

2. Se determind que el grupo de pacientes infartados es 1,92 veces mas probable la
presencia del alelo A del polimorfismo g.10976 G>A que el grupo de individuos
controles, sugiriendo que dicho alelo pudiera estar asociado con el desarrollo del IAM en

el grupo estudiado.

3. Se determin6 una correlacién positiva entre las variables edad, sexo masculino,
hipertensién arterial y habito tabaquico con la presencia de IAM. Ademas se encontrd
una correlacion positiva entre la variable sexo femenino y la presencia de TVP, mediante

un analisis de regresion logistico.

4. No se determind ninguna correlacion positiva entre las variables sexo, hipertension

arterial, habito tabaquico y la presencia de ACV.
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5. Segln los resultados obtenidos en este trabajo, la presencia en conjunto de los factores
ambientales tales como edad, sexo, hipertension arterial, habito tabaquico, simultaneo
con la presencia del alelo A del polimorfismo g.10976 G>A en el gen que codifica para el
factor V11 de la coagulacion sanguinea, puede ser considerado como un factor predictivo

para la presencia de IAM.
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VIII.RECOMENDACIONES

Es importante recomendar la continuacion de los estudios epidemioldgicos, ya que
permiten evidenciar la relacion causa-efecto entre la exposicion de distintos factores de riesgo
que influyen en la mortalidad y en la morbilidad, bien sean factores de riesgo ambientales o
genéticos en las enfermedades tromboticas. Los métodos epidemioldgicos han sido cruciales para
identificar numerosos factores de riesgo que, a su vez, han logrado la prevencion de

enfermedades, lesiones y muertes prematuras.

Se recomienda el aumento del n poblacional en el grupo de individuos que han padecido
de ACV, para lograr obtener un mejor resultado con una mayor significancia estadistica en la

asociacion entre el genotipo del polimorfismo g.10976 G>A y la patologia.

Se recomienda incluir en la encuesta de datos requeridos al paciente si el tipo de consumo

de alimento es rico en grasa asi como el uso de anticonceptivos.
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X. ANEXOS

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

(Hoja 1 de 3)

Titulo del Estudio: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE POLIMORFISMOS
GENETICOS ASOCIADOS A LA TROMBOSIS ARTERIAL Y VENOSA

Objetivos de la investigacién:

Usted estd invitado a participar, donando una muestra de su sangre,
en un estudio donde mediante anédlisis genéticos y bioquimicos se
detectard la presencia de alteraciones que pudieran estar afectando
la coagulacién desu sangre y en consecuencia promover la formacidn
de coagulos o trombos en arterias vy/o venas ocasionando las
enfermedades conocidas como trombosis arterial y
venosa, respectivamente.

Procedimientos:

El estudio tendrd una duracidédn de tres afios. Si wusted acepta
participar necesitaremos:

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

2. Que le suministre al médico tratante la informacidén 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 procederd Unica y exclusivamente

al analisis genético y bioquimico que permitan determinar si usted
posee algunas de las alteraciones genéticas conocidas que causan
las enfermedades antes mencionadas. Los anédlisis genéticos seréan
realizados mediante técnicas de biologia molecular gque permitan
identificar las alteraciones en aquellosgenes relacionados con la
coagulacién vy los Dbioquimicos mediante ensayos dgue permitan
determinar la funcionalidad y niveles de las diferentes proteinas
involucradas en dicho proceso. Las muestras seran almacenadas en
Laboratorio de Genética Molecular Humana bajo la responsabilidad de
la Dra. Antonietta Porco y el resto de la muestra serd conservada
hasta finalizar la investigacién después de la cual serd desechada.
Importancia y beneficios de su participacién:
Mediante este estudio, que podrad realizarse gracias a su valiosa
colaboracién con sbélo proporcionar una muestra de su sangre, se
podra avanzar en el entendimiento de las causas de la trombosis
arterial o wvenosa lo cual permitird la aplicacidén, por parte del
médico responsable, de tratamientos mas efectivos para su mejoria.
Ademés, permitird aplicar los correctivos necesarios para evitar
que sufra complicaciones en un futuro. Conjuntamente con
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los beneficios mencionados anteriormente que podra proporcionarle a
corto plazo este estudio, los resultados obtenidos con su muestra a
su vez permitirdn obtener datos que serdn utilizados para
establecer una estadistica de las causas de la enfermedad vascular
en nuestro pails. Los resultados obtenidos una vez finalizado este
estudio serdn publicados en revistas cientificas especializadas.

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

Todos los datos obtenidos de la investigacién serdn mantenidos en
absoluto secreto y toda la informacién sobre su persona serd solo
accesible a los investigadores y médicos involucrados en el
estudio. Su identidad no serd hecha publica en ninguno de 1los
manuscritos cientificos o en las presentaciones que se realicen en
eventos cientificos.

Derecho a negarse a participar:

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

Preguntas:
Debido a que se wutilizaron algunos términos técnicos en este
formulario de consentimiento, si existe algo que usted no entienda,
por favor pregunte sobre esto sin dudarlo.
Por favor tome su decisidén de participar en este estudio sdélo
después de haber examinado detenidamente el contenido de este
formulario. En caso de emergencia o que tenga cualquier pregunta,
en cualquier momento sobre el estudio por favor contacte al
investigador principal:

Investigador Principal: Centro de Investigacién:
Antonietta Porco G. Laboratorio de Genética
0412 9525180 Molecular Humana
aporco@usb.ve Universidad Simén Bolivar
0212 9064214
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Médico Responsable: Hospital Dr. Miguel Pérez
Susana Blanco Carreifio

0412 3331425 La vuelta del Pescozdnssobrino@
cantv.net Antimano

0212 4728474

Consentimiento:
Yo, portador(a) de la cédula de identidad
he sido informado (a) de manera amplia, clara vy
sencilla y mis preguntas han sido contestadas en relacibén al
estudio sobre el “DIAGNOSTICO MOLECULAR DE POLIMORFISMOS GENETICOS
ASOCIADOS A LA TROMBOSIS ARTERIAL Y VENOSA”, que se llevard a cabo
en forma conjunta entre el Laboratorio de Genética Molecular Humana
de la Universidad Simdén Bolivar (USB), el Hospital Dr. Miguel Pérez
Carrerio (IVSS), el Banco Municipal de Sangre(MSDS) y el Instituto
de Investigaciones Cientificas (IVIC), <coordinado por la Dra.
Antonietta Porco y por lo tanto manifiesto estar de acuerdo en
participar en él, por lo gque 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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