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RESUMEN

El objetivo general del estudio consistio en analizar las variantes genéticas
F13A01 y Val34Leu, ubicadas en la regién promotora y codificante del gen que
expresa la subunidad A del factor Xlll de la coagulacion sanguinea, en
pacientes con trombosis arterial y en un grupo control, nacidos en los estados
Sucre y Anzoategui. Para tal fin, se tomaron muestras de sangre de 85
pacientes, de ambos sexos (42 del estado Anzoategui y 43 del estado Sucre),
con edades comprendidas entre 32 y 86 anos, que acudieron a la consulta de
cardiologia de los Hospitales “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui y
“Antonio Patricio De Alcala” de Cumana, estado Sucre, y de un grupo control
con caracteristicas semejantes. Se evaluaron las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos F13A01 y Val34Leu del FXIII de la coagulacion
sanguinea. Ademas, a cada individuo se le determiné el perfil lipidico, glicemia
y fibrinégeno (Fg). Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron por
contaje directo. Se aplicé la prueba de relacion de verosimilitud G? para
determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). Se compararon los
parametros bioquimicos y los niveles de Fg de los individuos evaluados, segun
los genotipos de Val34Leu, aplicando una prueba de t-Students. Los resultados
obtenidos senalan para el polimorfismo F13A01, que en los casos del estado
Anzoategui, prevalecio el alelo 7 (25,00%) y en los controles el 3.2 (22,45%);
mientras que, en los casos del estado Sucre predominaron los alelos 4, 6y 7
(18,75%, cl/u), siendo este ultimo, también el mas frecuente en los controles de
ese estado. Se encontraron diecisiete genotipos del polimorfismo F13A01 en los
casos de Anzoategui, siendo el mas frecuentes el 5/6 (14,29%); sin embargo,
en el estado Sucre se observaron veintiuna combinaciones diferentes,
mostrando mayor proporcion la 7/8 (35,00%). Con respecto al polimorfismo
Val34Leu, en el estado Anzoategui, el alelo Leucina34 se observé en mayor
cantidad de casos (17,86%) que en controles (12,24%). Mientras que en Sucre,
fue menos frecuente en casos (12,79%) en comparacion con los controles
(18,27%). El genotipo homocigoto Leu/Leu, se encontré mas frecuentes en los
casos (2,38%) que en los controles (2,04%) anzoatiguenses, no obstante en el
estado Sucre estuvo ausente en los casos y elevado en los controles (7,70%).
El grupo de pacientes femeninas Val/Leu presentaron mayores valores de
triglicéridos (193,50 + 105,97 mg/dl), CT (202,80 + 50,75 mg/dl) y LDL-C
(147,20 £ 60,24 mg/dl). Aunque estas pacientes portaban un alelo Leucina34,
considerado en varios estudios como alelo de proteccion contra patologias
arteriales, la presencia de otros factores de riesgo, tales como las dislipidemias,
pudieron haber tenido una influencia preponderante en el desencadenamiento
del evento trombdtico. El tamario reducido de la muestra, aunado a las elevadas
heterocigosis en F13A01 dificulta el analisis en investigaciones de ésta indole.

Vi



INTRODUCCION

La hemostasia es un conjunto de mecanismos fisioloégicos que permite que la
sangre circule de forma fluida por el interior de los vasos sanguineos. En ésta
participan, la pared vascular, las plaquetas, los factores de la coagulacion y de
la fibrindlisis, ademas de varias proteinas que actuan, de forma equilibrada,
como inhibidoras y/o reguladoras. Al ocurrir alguna alteracion en el proceso de
activacién y/o inactivacion en cualquiera de los sistemas involucrados, pueden
desencadenarse procesos hemorragicos o tromboticos (Dahlback, 2000; Mateo
y cols., 2001; Spronk y cols., 2003).

En el caso particular de la coagulacion sanguinea, se han descrito dos modelos
para tratar de explicar, de manera didactica, dicho proceso. Uno de estos es el
modelo de reacciones en cascada, propuesto en la década de los sesenta, en el
cual se detalla el desarrollo de dos vias de activacion, la intrinseca y la
extrinseca, que convergen en una via comun. El otro, descrito recientemente,
es el modelo celular que le adjudica mayor participacion a las superficies
celulares (Pérez Requejo y Pérez Garcia, 1995; Paramo y cols., 2009).

El modelo de la cascada de la coagulacién fue sugerido por Macfarlane (1964),
quien propuso que la via intrinseca se inicia cuando una superficie extrafia se
pone en contacto con la pared vascular, formandose un complejo entre los
factores XII (FXII), XI (FXI) y los kininbgenos de alto peso molecular (K-APM).
Este complejo ocasiona la activacion del FXII (FXIla), el cual actua sobre el FXI
y lo activa (FXla), ademas convierte a la precalicreina en calicreina. A su vez, el
FXla en presencia de calcio (Ca®*), transforma al factor IX (FIX) en factor 1X
activado (FIXa), este ultimo junto con el factor VIII activado (FVllla), unidos por
el Ca** y los fosfolipidos, forman un complejo macromolecular capaz de
transformar al factor X (FX) en factor X activado (FXa) (Davie y Ratnoff, 1964;
Paramo y cols., 2009) (Anexo 1).



Mientras que, la via extrinseca se inicia cuando ocurre una lesion vascular y se
libera el factor tisular (FT), que unido al Ca®*, actia sobre el factor VII (FVII), el
cual una vez activado (FVlla), transforma al FIX y al FX en serinoproteasas
activas (FIXa y FXa, respectivamente). El objetivo final de ambas vias es la
activacion del FX, representando el punto de confluencia para que se desarrolle
la via comun, donde se forma un complejo macromolecular denominado
complejo protrombinasa, constituido por iones Ca?*, fosfolipidos de la
membrana plaquetaria, factor V activado (FVa) y FXa, que actua sobre la
protrombina convirtiéndola en trombina (Pérez Requejo y Pérez Garcia, 1995;
McKenzie, 2000).

Por otra parte, el modelo celular, considera que la coagulacion de la sangre se
desarrolla en tres etapas, las cuales se encuentran relacionadas entre si,
estableciéndose una fase primaria de iniciacion, que ocurre a nivel de las
células productoras de factor tisular (FT) y que conlleva a la generacion de los
factores Xa, IXa y pequefias cantidades de trombina, que son suficientes para
iniciar el proceso. Una segunda fase de amplificacién, que se lleva a cabo en la
superficie de las plaquetas que son activadas por la trombina generada y que
acumulan factores y cofactores en sus superficies, permitiendo que se
desarrollen diversas reacciones enzimaticas. Por ultimo, la fase de propagacion,
donde las proteasas se combinan con los factores en la superficie de las
plaquetas, promoviendo la generaciéon de grandes cantidades de trombina que
favorecen la formacion de fibrina y su posterior polimerizacion, para dar lugar a

un coagulo estable (Paramo y cols., 2009) (Anexos 2-5).

En ambos modelos, la trombina desempefa una funcién clave, ésta es una
enzima serino proteasa, que normalmente no circula en la sangre y cuya
principal funcién en la hemostasia, es actuar sobre el fibrinbgeno, rompiendo los
enlaces arginina-glicina, para liberar los fibrinopéptidos A y B, por un lado, y los

monomeros de fibrina, por el otro, los cuales al polimerizar, forman la malla de



fibrina. La trombina, ademas, ejerce su accion sobre el factor Xl (FXIIl),
conocido también como factor estabilizador de la fibrina, y al activarlo (FXIllla) lo
transforma en una transglutaminasa que forma enlaces covalentes y-glutamil-¢-
lisina entre los mondmeros de fibrina adyacentes, protegiendo al coagulo de las
enzimas fibrinoliticas, hasta que se detenga la hemorragia y se requiera su

remocion del torrente sanguineo (Roldan y cols., 2003) (Anexo 6).

El FXIIl de la coagulacion sanguinea puede ser activado por otras sustancias
como la tripsina, la reptilasa, la papaina y una enzima contaminante del ancrod.
Se encuentra en el organismo de dos maneras, una plasmatica y otra celular
(en megacariocitos, plaquetas y monocitos). En el plasma, se presenta en forma
de proenzima, circulando como un tetramero (A;B,) compuesto de dos
subunidades A (FXIIIA) con funciones cataliticas y dos subunidades B (FXIIIB)
que actuan como transportadoras y de proteccion. Las subunidades A son
sintetizadas por los megacariocitos y los precursores monociticos en la médula
Osea, asi como en la placenta; mientras que las subunidades B son producidas
por los hepatocitos (Muszbek y cols., 1999; Ariéns y cols., 2002; Shemirani y
cols., 2006) (Anexo 7).

El gen que codifica para la subunidad FXIIIA en los humanos es designado
como F13A1 y se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda
p24-25; mientras que el gen del FXIIIB se conoce como F13B y se ubica en el
brazo largo del cromosoma 1, en la banda q32-32.1. En ambos genes pueden
presentarse mutaciones o cambios en la secuencia de bases nitrogenadas que
alcanzan frecuencias superiores al 1,00%, conocidos como polimorfismos del
ADN, que pueden ser utilizados como valiosos marcadores genéticos
poblacionales. Estas variantes pueden clasificarse como publicas, si se
encuentran en algunas poblaciones con frecuencias similares, y privadas,

cuando se presentan soélo en una localidad especifica o con una frecuencia



particularmente elevada o disminuida (Ichinose y Davie, 1988; Bottenus y cols.,
1990; Monroe y cols., 1994; Mdller y Renné, 2008) (Anexo 8).

Se han descrito en el gen F13Al, dos polimorfismos de alta variabilidad
poblacional. Estos son el F13A01 y Val34Leu, los cuales son de tipo STR (del
inglés short tandem repeat) y SNP (del inglés single nucleotide polymorphism),
respectivamente. Los STRs, también llamados microsatélites, corresponden a
una variacién que obedece al distinto numero de veces que se repite una
secuencia de menos de seis pares de bases nitrogenadas en un locus
especifico. La informacion proporcionada por éstos es importante en el area de
la genética, desde la perspectiva de la formacién y caracterizacién molecular de
la poblacién, tomando en cuenta las posibles implicaciones microevolutivas y
como base de datos referencial para estudios de asociacion entre patologias
humanas y marcadores genéticos (Polymeropoulos y cols., 1991; Novoa y cols.,
2001).

El polimorfismo F13A01 es un tetranucledtido (5’-AAAG-3’), que se encuentra
ubicado en un segmento no codificante, especificamente en la regidn
promotora, en el locus p24.3-p25.1, a una distancia de 730 pares de bases del
sitio de inicio de la transcripcién del gen. Ha sido un polimorfismo muy
estudiado en varias localidades, donde se ha observado la presencia de los
alelos 3.2 al 17. Se han realizado estudios sobre la regulacién celular tipo
especifica de la expresion, a nivel de la region promotora del gen de la
subunidad A del FXIII de la coagulacién sanguinea, en humanos, observandose
secuencias para la unién de factores mieloides GATA-1 y Ets-1, los cuales son
responsables de potenciar la expresién de dicho gen. El numero de repeticiones
alarga la distancia entre el sitio de unién y el inicio del gen, por lo que pudiera
influir en el proceso transcripcional alterando los niveles del FXIII de la
coagulacion. Considerando este hallazgo, otros autores han tratado de buscar

la asociacidon entre la presencia de los alelos mas frecuentes del F13A01, la



expresion de los niveles de la proteina y el padecimiento de patologias
tromboticas, sin embargo aun no se han obtenido resultados contundentes
(Polymeropoulos y cols.,, 1991; Kida y cols., 1999; Carrera-Torres vy
Athanasiadis, 2010; Vivenes y cols., 2012).

Este polimorfismo también ha sido determinado en grupos de personas
aparentemente sanas, con el objetivo de caracterizar a las poblaciones
genéticamente, observandose en el continente europeo que el alelo 7 presenta
las mas altas frecuencias y el 4 las mas bajas. En Asia se ha encontrado el
menor numero de variantes reportado hasta el momento, siendo los alelos 3.2 y
6 los mas frecuentes. No obstante, las poblaciones africanas se caracterizan
por presentar un mayor numero de alelos, de los cuales el 5, 8 y 13 son los mas
frecuentes. En Venezuela se ha analizado este STR en la ciudad de Caracas y
en los estados Aragua, Carabobo, Falcén, Mérida y Zulia, sin embargo, aun no
existen reportes sobre estudios de asociacion del mismo en pacientes con
patologias tromboticas (Burgos y cols., 2001; Pineda y cols., 2002; Borjas-
Fajardo y cols., 2003; Chiurillo y cols., 2003; Martinez, 2003; Acosta y cols.,
2004; Simmons y cols., 2007).

Con respecto a los polimorfismos de tipo SNP en el gen del FXIIIA, se han
identificado cinco variaciones comunes, Val34Leu, Tyr204Phe, Leu564Pro,
Val650lle y Glu651GIn, situadas en regiones exonicas. La mas relevante, por
sus implicaciones clinicas, es la variante Val34Leu, caracterizada por involucrar
un solo nucledtido, que condiciona una sustituciéon del aminoacido valina por
leucina, en la posicion 34. Este polimorfismo ubicado en el exén 2, se encuentra
a tres aminoacidos del sitio de activacion por la trombina, y aunque no genera
cambios en la concentracion plasmatica del FXIIl, ejerce una influencia sobre la
actividad funcional de la proteina (Ariéns y cols., 2000; Mann y cols., 2003;
Monroe y Hoffman, 2006; Salazar-Sanchez y cols., 2006; Cushman y cols.,
2007; Ajjan y Ariéns, 2009) (Anexo 9).



Varios estudios han sehalado una asociacién entre Val34Leu y la trombosis
arterial, reportando que los individuos portadores del alelo Leucina34, tenian un
menor riesgo de padecer de infarto de miocardio (IM) y de eventos
cerebrovasculares isquémicos. Se ha propuesto que este efecto podria ser
debido a complejas interacciones gen-gen o gen-medio ambiente. Otros
estudios sugieren que el polimorfismo Val34Leu juega un papel importante en
los cambios conformacionales de la malla de fibrina, modulado a su vez, por las
elevadas concentraciones de fibrindgeno. Bajo estas condiciones, los individuos
homocigotos para el alelo Leucina34, forman coagulos de fibras mas laxas,
gruesas y con aumento de la permeabilidad; mientras que, menores niveles de
fibrinogeno, promueven fibras mas delgadas, compactas y con poca
permeabilidad. Esto permite comprender las observaciones de estudios clinicos
donde proponen que la presencia del alelo Leucina34 atenua los efectos
adversos sobre el riesgo de enfermedades trombaticas arteriales (Elbaz y cols.,
2000; Franco y cols., 2000, Ariéns y cols., 2002; Marin y cols., 2002; Lim y cols.,
2003; Bronic y cols., 2009) (Anexo10).

La trombosis arterial se ha definido como una patologia multifactorial, que
implica la interaccidn de factores ambientales y genéticos, ocasionada por la
rotura o erosion en una placa aterosclerdtica rica en lipidos como consecuencia
de un proceso inflamatorio crénico de la pared vascular. La obstruccion de la
placa aterosclerética a causa del trombo, acelera la aparicion de cuadros
clinicos, como IM, accidente cerebrovascular isquémico (ACVI), o la oclusion
arterial periférica, entre otros. Las patologias trombaticas arteriales, representan
una de las principales causas de muerte en los paises industrializados y en
aquellos en via de desarrollo, incluyendo Venezuela. Se ha reportado a escala
mundial, que aproximadamente 12 millones de personas fallecen por esta
causa, siendo el IM uno de los eventos que se presenta con mayor frecuencia.
Este es producido por un bloqueo subito de la sangre al corazdén que ocasiona

la falta de oxigeno y nutrientes, y produce lesiones permanentes en ese érgano



vital (Ross, 1999; Paramo y cols., 2003; Organizacién Mundial de la Salud,
2005; Pereira, 2007) (Anexos 11-13).

En Venezuela se han determinado las frecuencias alélicas y genotipicas para
Val34Leu en individuos aparentemente sanos, de varias localidades de las
regiones capital, nororiental y centro occidental, observandose frecuencias para
el alelo Leucina34 de 12,00-31,00%, no obstante pocos estudios han tratado de
buscar la asociacion de este polimorfismo y el padecimiento de eventos
trombdéticos (Vivenes, 2006; lzaguirre y cols., 2008; Vivenes y cols., 2008;
Marquett, 2010).

En el presente trabajo de investigacion, se estudiaron los polimorfismos F13A01
(AAAG) y Val34Leu ubicados en el gen que codifica para la subunidad A del
Factor Xlll de la coagulaciéon sanguinea, en pacientes con trombosis arterial
nacidos en los estados Anzoategui y Sucre, y en individuos controles con
caracteristicas similares, los cuales fueron seleccionados al azar, con la
finalidad de analizar las frecuencias alélicas y genotipicas de ambos
polimorfismos. Ademas, se determinaron los parametros bioquimicos como
glicemia, triglicéridos, colesterol total, LDL-c, HDL-c y VLDL-c y la concentracion
de fibrindgeno; con el propdsito de establecer si existe asociacion entre las
variantes F13A01 y Val34Leu, y estas determinaciones, que puedan conllevar al

padecimiento de la enfermedad trombética arterial en este grupo poblacional.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La muestra poblacional estudiada estuvo constituida por 85 pacientes de ambos
géneros (42 del estado Anzoategui y 43 del estado Sucre), con edades
comprendidas entre 32 y 86 afios, que acudieron a la consulta de cardiologia
del Hospital “Luis Razetti” de Barcelona, estado Anzoategui y del servicio
auténomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, ubicado en la
ciudad de Cumana, estado Sucre, ademas de un grupo control con
caracteristicas semejantes. El muestreo se realizé en los meses de julio-octubre
de 2011. EI grupo poblacional se seleccioné tomando en cuenta aquellos
individuos nacidos en los estados Anzoategui y Sucre, no emparentados, con
padres y abuelos autoctonos de dichos estados. Se excluy6 de este estudio a
las mujeres embarazadas. Para formar parte de la investigacion, estos
individuos firmaron, de manera voluntaria, un consentimiento valido (Anexos 14
y 15), en el cual se siguen las normas de bioética para la investigacion en
humanos, propuesta en la declaracién de Helsinki, donde se debe informar a los
participantes todo lo referente a la toma de muestra, analisis de las mismas,
objetivo del estudio, beneficios, confidencia y discrecién de la investigacion
(CIOMS, 1993; Penchaszadeh, 2002) (Anexos 14-18).

Toma de muestra

A los individuos seleccionados se les extrajeron 10,00 ml de sangre venosa de
la fosa antecubital, con una jeringa estéril desechable y fueron distribuidos de la
siguiente manera: se colocaron 5,00 ml de sangre en un tubo que contenia
100,00 pl de la sal tetrasodica del acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al
15,00% como anticoagulante (McKenzie, 2000). Las muestras fueron
almacenadas a una temperatura de 4°C en el refrigerador hasta ser

transportadas al Laboratorio de Genética Humana del Instituto Venezolano de



Investigaciones Cientificas (IVIC), donde se realizaron las pruebas moleculares.
En un tubo, previamente rotulado con el numero de registro, sin anticoagulante,
se colocaron 3,00 ml de sangre para la obtencién del suero, con el cual se
realizaron los parametros bioquimicos (perfil lipidico y glicemia). Se colocaron
2,00 ml de sangre venosa en un tubo de ensayo con citrato de sodio al 3,80%
como anticoagulante, luego se centrifugaron a 1 800 g durante 15 minutos, de
esta manera se obtuvo el plasma que se empled en la cuantificacién del

fibrinégeno (Fg).

Extraccion de ADN

La obtencion del ADN se realizé utilizando el método de extraccion salino
descrito por Lahiri y Nurberger (1991), modificado en el Laboratorio de Genética
Humana del IVIC. A los 5,00 ml de sangre completa se les agregaron 5,00 ml
de reactivo TKM1, el cual se preparo utilizando 10,00 mmol I a pH 7,60 de
trisma/acido clorhidrico (Tris/HCI); 10,00 mmol "' de cloruro de potasio (KCI);
10,00 mmol I" de cloruro de magnesio (MgCl,) y 2,00 mmol I' de sal disédica
de EDTA, luego se les anadieron 150,00 ul de Nonidet P-40, se agito
fuertemente, se centrifugé a 800 g por un tiempo de 15 minutos y se descarté el

sobrenadante.

Se emplearon 5,00 ml de TKM1 para lavar el precipitado, luego fue
resuspendido en 800,00 ul de reactivo de TKM2, el cual se preparo de la
siguiente manera: Tris/HCI, 10,00 mmol " a pH 7,60; KCI, 10,00 mmol I"";
MgCl,, 10,00 mmol I'"; sal disédica de EDTA, 2,00 mmol I'"; hidréxido de sodio
(NaOH), 0,40 mmol I y se agité fuertemente. El precipitado fue transferido a un
vial Eppendorf que contenia 55,00 ul de dodecilsulfato sddico (SDS) al 10,00%.
Se incubd a 65°C durante 10 minutos en bafio de Maria y se dejé a temperatura
ambiente para que se enfriara. Posteriormente, se agregaron 300,00 ul de
cloruro de sodio (NaCl) 3,50 mol I a temperatura ambiente y se agitd

fuertemente para precipitar las proteinas. Se centrifugdé a 7 000 g por 5 minutos



a temperatura ambiente, el sobrenadante fue distribuido en dos tubos, cada uno
contenia 1,00 ml de etanol al 70,00%, los cuales fueron mezclados por
inversion hasta ver aparecer la malla de ADN, ésta se dejo a temperatura

ambiente hasta el momento de su uso.

Para utilizar la malla de ADN aislada, se procedié a centrifugar la muestra en
microcentrifuga a 7 000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente, luego se
descartd el etanol y se llevaron a la estufa hasta secarse completamente. Se
resuspendié en 200,00 pl de buffer de lectura (Tris/HCI, 10,00 mmol I con sal
disédica de EDTA, 1,00 mmol I"' a pH 8,00). Finalmente, se colocé en bafio de

Maria a 65°C por 10 minutos, para disolver el ADN.

Amplificacién del ADN

Polimorfismo F13A01

Para el analisis de polimorfismo F13A01 se utilizé el sistema Multiplex de la
casa comercial Promega. La amplificacion de éste se llevo a cabo siguiendo los
protocolos descritos por el fabricante (Promega, 2001). Se agregé 1,25 ul de la
solucién tampdn que trae el estuche comercial; 1,25 ul de los oligdmeros; 0,11

ul de Taq go pura; 9,39 ul de agua bidestilada estéril y 1,00 ul de ADN.

Se utilizd un termociclador marca MJ Research, modelo PT-100 y se
sometieron las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion. Pasos:
1) 94°C por 2 minutos, 2) 94°C por 1 minutos, 3) 60 °C por 1 minuto, 4) 70 °C
por 1:30 minutos, 5) se repitieron los pasos 2 al 4 por 10 ciclos, 6) 94 °C por 2
minutos, 7) 60 °C por 1 minuto, 8) 70 °C por 1:30 minutos , 9) se repitié el paso
6 por 20 ciclos, 10) 60 °C por 1 minuto, 11) 23 °C por 7:50 minutos, 12) fin.

Para analizar los productos de la amplificacion, se empledé la técnica de
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6,00%. El
amortiguador usado fue Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X a pH 8,30 (Tris 0,45 mol I,
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acido bodrico 0,45 mol I'1; disuelto en una solucion de EDTA 0,45 M, pH 8,0),
solucion de acrilamida-bisacrilamida 19:1 (40%), urea 7 mol I, agua
desionizada, TEMED (20,00 pl) y persulfato de amonio 15,00% (265,00 pl).

La electroforesis se llevd a cabo en una camara de secuenciacién de acidos
nucleicos marca OWL, modelo S4S, con amortiguador TBE 1X. Se realiz6 una
precorrida a 1000,00 V y 15mAmp, hasta que el gel alcanzd una temperatura
entre 49-50 °C, la cual fue monitoreada durante toda la corrida, empleando una
fuente de poder Termo electrén Corporation EC 3000-90. Posteriormente, las
muestras se colocaron en los pozos (previo lavado de los mismos, usando una
jeringa Hamilton y amortiguador TBE 1X, para eliminar el exceso de urea), se
dejo correr el gel por dos horas aproximadamente, se colore6é con nitrato de
plata y se procedi6 a realizar la asignacion de los alelos correspondientes,
tomando como patrén la escalera alélica proporcionada en el estuche comercial
(Promega, 2001)(Figura 1).

Polimorfismo Val34Leu

Para la amplificaciéon del material genético, se aplico la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction). Se
empled el método descrito por Saiki y cols. (1988), adaptandolo para un
volumen de 15,00 pl y se analiz6 el polimorfismo Val34Leu. La mezcla de
amplificacion fue preparada empleando 0,90 ul de los oligdbmeros 1y 2 a una
concentracion de 1 mmol I, 6,90 ul de agua bidestilada estéril, 0,10 ul de Taq
ADN polimerasa a una concentracién de 5U/ul, 2,00 ul de ADN (100,00-300,00
ug/ul) y 4,20 ul de la mezcla de trabajo preparada previamente con los cuatro
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs), los iones de magnesio (Mg?*) vy la

solucién amortiguadora (Franco y cols., 2000).

Se empled un termociclador marca MJ Research, modelo PT-100 t, para

someter las muestras a las siguientes condiciones de amplificacion: etapa inicial
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a 94°C por 5 minutos, desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, apareamiento a
57°C por 1 minuto, extension a 74°C por 5 minutos. Posteriormente, se
indicaron 35 ciclos de repeticion de los pasos 2 al 4 y se culmind con una etapa

final a 23°C por 5 minutos (Saiki y cols., 1988; Franco y cols., 2000).

Para visualizar el producto de la amplificaciéon, se empleé la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8,00% con un amortiguador Tris-EDTA
a pH 8,30, utilizando una camara de electroforesis Sigma Chemical C.O.,
modelo 235, 280-2, ST Louis, Mo63178 USA, se realizé una precorrida con un
tiempo de duraciéon de 10 minutos, una vez finalizada, se aplicaron las muestras
en cada uno de los pozos del gel, se hizo la corrida electroforética empleando
un voltaje de 200 V y 35 mAmp por un tiempo aproximado de 2 horas. Al
culminar, se procedioé a colorear el gel con nitrato de plata, previamente fijado
con una solucién de etanol al 10,00% y acido acético (CH3;COOH) al 0,50%,
seguidamente, se coloco el nitrato de plata (AgNOs) al 0,30% y por ultimo, se
reveld con una solucion de NaOH al 1,50% y formaldehido al 0,40% (Da Woon
y cols., 1998).

Digestién con enzima de restriccion

Para el polimorfismo Val34Leu, el producto de la PCR, fue sometido a digestion
enzimatica, empleando la enzima de restriccion Msel, la cual reconoce la
secuencia 5-T | TAA-3 (3-AAT | T-5) y digiere el producto amplificado
generando dos fragmentos cuando esta presente el alelo Leu34. Para observar
el producto de la digestion, se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida al
8,00%, siguiendo el mismo protocolo utilizado para ver el producto de

amplificacion (Franco y cols., 2000) (Figura 2).
Fibrindgeno

Una vez que se obtuvo el plasma citratado se empled el método de la pesada o

gravimétrico, el cual mide la cantidad de Fg que existe en el plasma, pesandolo
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después de su transformacion a fibrina. Se realizé de la siguiente manera: en
un tubo de ensayo se colocaron 500,00 ul de plasma con 500,00 pl de una
solucion de cloruro de calcio (CaCly) 0,025 M, se sell6 el tubo con papel
parafiim y se mezcld por inversién, se retird el parafim y se introdujo de
inmediato un aplicador de madera, se llevo a bafo de maria incubando durante
10 minutos a una temperatura de 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se recolecto el coagulo formado dandole vueltas al aplicador y haciendo presion
sobre la pared del tubo para exprimir el liquido, luego se sumergio el aplicador
con la fibrina en un tubo con agua destilada durante 5 minutos con el propdsito
de eliminar otros compuestos séricos que se hayan adherido al coagulo;
posteriormente, se coloco sobre un cuadrado de papel de filtro, con la ayuda de
una hoja de bisturi se despegd del aplicador de madera y se secd muy bien, se
retird la fibrina del papel, se transfiri6 a un tubo con acetona durante 10
minutos, para que se endureciera y deshidratara. Finalmente, se descart6 la
acetona cuidadosamente, para no perder el coagulo y se llevd el tubo que lo
contenia hasta la estufa durante 24 horas. El calculo se realizé empleando la
siguiente formula:

Fg (mg/dl)= peso del coagulo (mg) / volumen del plasma (ml) x 100 (Ingram,
1952).

Valores de referencia: 208,00-424,00 mg/dl

Determinaciones bioquimicas

Para la determinaciéon de glicemia y el perfil lipidico se utilizé el equipo
automatizado OLYMPUS AUG640, el cual mide la concentraciéon de glicemia,
colesterol total, colesterol HDL (del inglés high density lipoprotein), colesterol
LDL (del inglés low densitiy lipoprotein), colesterol VLDL (del inglés very low
density lipoprotein) y triglicéridos en el suero, empleando los reactivos de la
casa comercial OLYMPUS (Trinder, 1974).
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Determinacion sérica de la glucosa

Este parametro fue medido a través de una reacciéon donde la glucosa es
oxidada por la accién catalitica de la enzima glucosa oxidasa generando acido
gluconico y peroxido de hidrogeno (H20>), este ultimo es liberado y reacciona
con un cromogeno (fenol/4-aminoantipirina) por la reacciéon de Trinder, para
generar una quinona. La absorbancia, al ser transformada a 340/380
nanometros (nm), es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la
muestra (Nelson, 1944; Olympus Diagndstica, 2004a).

Valores de referencias: 60,00-110,00 mg/dI.

Determinacion de los niveles séricos de triglicéridos

Para la cuantificacidén de los triglicéridos se utilizé el método del glicerol fosfato
oxidasa (GPO), el cual se basa en la hidrdlisis de los triglicéridos por la accidon
de la enzima lipasa, generando acidos grasos libres y glicerol. En este proceso,
el glicerol es fosforilado mediante una reaccién catalizada por la glicerol quinasa
(GK) para formar glicerol-3-fosfato (G3P) que, posteriormente, sera oxidado por
la enzima glicerol fosfato oxidasa, produciendo dihidroxiacetona fosfato mas
peréxido de hidrogeno (H202) que, en presencia de la enzima peroxidasa,
provoca el acoplamiento del 4-clorofenol y la 4-aminoantipirina, dando lugar a
un derivado quinonimico de color rojo. La determinacion se realiza a una
absorbancia maxima de 500nm (Trinder, 1974; Olympus Diagndstica, 2004b).

Valores de referencia: <150mg/dl.

Determinacion de los niveles séricos de colesterol total

El procedimiento empleado para el analisis del colesterol total fue el método
colorimétrico colesterol esterasa y colesterol oxidasa, en el cual la enzima
colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol, mediante una reaccion
que genera colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre que se produce
es oxidado por la colesterol oxidasa para formar peréxido de hidrogeno (H20;) y

4-colesterona. Luego, ocurre la oxidacion del cromogeno con el H,O, en una

14



reaccion catalizada por la peroxidasa para generar el producto final que es un
colorante rojo de quinoneimina, el cual absorbe a 540/600 nm. La intensidad de
la coloracion es directamente proporcional a la concentracion de colesterol en el
suero (Trinder, 1974; Olympus Diagnéstica, 2004c).

Valores de referencia: <200mg/dl.

Determinacion de los niveles séricos de la lipoproteina de alta densidad

La determinacion de los niveles de colesterol HDL (HDL-C) se realiz6 mediante
el método de precipitacion, donde el colesterol LDL (LDL-C) y colesterol VLDL
(VLDL-C) se precipitan selectivamente del suero sanguineo, a un pH de 5,70,
por la adicion del reactivo fosfotungstato amortiguado, quedando las HDL-C en
el sobrenadante. La centrifugaciéon del suero pretratado resulta en un
sobrenadante aclarado que contiene HDL-C, el cual fue analizado por el método
enzimatico colesterol esterasa (Bauer, 1986, Olympus Diagnéstica, 2004d).

Valores de referencia: 235 mg/dl.

Determinacion de los niveles séricos de la lipoproteina de baja densidad
Este parametro fue analizado mediante el método indirecto segun Friedewald,
empleando la siguiente formula:

LDL-C= Colesterol total- Triglicéridos/5-HDL-C (Bernard, 1993).

Valores de referencia: < 150,00 mg/dI

Determinacion de los niveles séricos de la lipoproteina de muy baja
densidad

La determinacion de los valores de VLDL-C, se realizé segun el método
indirecto de Rifking, donde la relacién entre los triglicéridos y las VLDL-C es
constante (1:5), lo cual ha permitido desarrollar la siguiente ecuacion:

VLDL-C = Triglicéridos/5 (Bernard, 1993).

Valores de referencia: 10,00-36,00 mg/dl.
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Analisis estadistico

Las frecuencias génicas y genotipicas de los pacientes con trombosis arterial e
individuos controles, se determinaron por contaje directo. El ajuste al equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W), considerando el microsatélite, se hizo a través de
una prueba de relacion de verosimilitud G2. Su significacion se detectd
mediante una prueba con repeticiones aleatorias tipo bootstrap, aplicando el
programa SATFIES (Sokal y Rolf, 1981).

Para analizar si existian diferencias significativas entre los grupos estudiados,
se realizd una prueba de Chi cuadrado (x%) con repeticiones aleatorias
(bootstrap) usando el programa Jicuaboo, basandose en la metodologia
propuesta por Roff y Bentzen (1989). Esta prueba es recomendada en casos
cuando las frecuencias en algunas de las celdas de los grupos que se
comparan es reducido, como ocurre frecuentemente con las proporciones
alélicas de los polimorfismos de tipo STRs (Roff y Bentzen 1989; Simmons y
cols., 2007).

El analisis estadistico del polimorfismo Val34Leu, que permite definir el ajuste
de la poblacién con respecto al equilibrio de H-W, a partir de las frecuencias
genotipicas, se realiz6 empleando una prueba de Chi cuadrado (x?) con el
programa de MAXLIK. Se compararon los parametros bioquimicos y los niveles
de Fg de los individuos evaluados, segun los genotipos de Val34Leu, aplicando
una prueba de t-Students. En aquellos casos en que fue necesario, se aplicé un
analisis no paramétrico Mann Whitney, considerando significativo p <0,05 (Reed
y Schull, 1968; Sokal y Rohlf, 1981).
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RESULTADOS

El presente trabajo estuvo conformado por 199 individuos, representando un
total de 396 cromosomas evaluados. En la tabla 1 se observa la distribucion
porcentual, de acuerdo al género, de la muestra poblacional analizada. En el
estado Anzoategui se examinaron 104 individuos, 42 con trombosis arterial
(casos) y 62 aparentemente sanos (controles). Los casos presentaron mayor
proporcion del género masculino (61,90%, n=26) y menor del femenino
(38,10%, n=16), con un rango de edad comprendido entre 33 y 84 afios
(promedio de edad de 62,73 + 10,84 anos). Mientras que en los controles
predominé el género femenino (64,52%; n=40) sobre el masculino (35,48%;
n=22); presentando un rango de edad entre 33 y 82 afios (con un promedio de
edad de 65,73 £ 9,99 afios). Por otro lado, en el estado Sucre se estudiaron 95
individuos, de los cuales 43 eran casos y 52 controles. En el grupo de los casos
el sexo masculino mostr6 mayor porcentaje (69,77%; n=30) con respecto al
femenino (30,23%; n=13), con un rango de edad de 32 a 86 afios (promedio de
edad de 61,60 = 11,79 anos), no obstante, en el grupo control se observd una
distribucion mas equitativa entre mujeres y hombres (44,23%; n=23 y 55,77%,;
n=29, respectivamente). En la muestra poblacional de los estados Anzoategui y

Sucre, se puede evidenciar que en el grupo de casos existe una mayor

Tabla 1. Clasificacién de acuerdo al sexo, de los individuos con trombosis arterial y
los grupos controles provenientes de los estados Anzoategui y Sucre.

frecuencia en el género masculino con trombosis arterial.
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Anzoategui Sucre
Casos Controles Casos Controles
Género n % n % n % n %
Femenino 16 38,10 40 64,52 13 30,23 23 44,23
Masculino 26 61,90 22 35,48 30 69,77 29 55,77
Total 42 100,00 62 100,00 43 100,00 52 100,00

n: numero de individuos.
Se pudo analizar el polimorfismo F13A01 en 82 casos y 101 controles de

ambos estados. La tabla 2 muestra las frecuencias alélicas de este STR
encontradas en el estado Anzoategui. En los casos, los alelos mas frecuentes
fueron el 7 (25,00%), 6 (21,43%), 3.2 y 5 (20,24% cada uno c/u), seguidos del 4
(8,33%), mientras que el 8, 15 y 16 presentaron frecuencias muy bajas (1,00-
2,00%), el resto de las repeticiones estuvieron ausentes. Con respecto al grupo
control, los alelos 3.2 (22,45%), 6 (21,43%), 7 (20,41%) y 5 (19,38%) también
mostraron las mayores frecuencias. El alelo 4 alcanzé una proporcion
intermedia de 8,16%, mientras que el 8, 9, 10, 11 y 16 estuvieron por debajo de
3,00%. No se observaron las repeticiones del 12 al 15 en esta muestra
poblacional. Al comparar ambos grupos se observd que en los casos, el alelo
mas frecuente fue el 7 (25,00%) y en los controles el 3.2 (22,45%), El 9 estuvo

presente sélo en los controles (2,04%).

Tabla 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo F13A01 del FXIIl de la
coagulacion sanguinea, en individuos con y sin trombosis arterial
pertenecientes al estado Anzoategui.

Casos Controles
Frecuencia Frecuencia
Alelos n (%) n (%)
3.2 17 20,24 22 22,45
4 7 8,33 8 8,16
5 17 20,24 19 19,38
6 18 21,43 21 21,43
7 21 25,00 20 20,41
8 2 2,38 3 3,06
9 0 0,00 2 2,04
10 0 0,00 1 1,02
11 0 0,00 1 1,02
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12 0 0,00 0 0,00
13 0 0,00 0 0,00
14 0 0,00 0 0,00
15 1 1,19 0 0,00
16 1 1,19 1 1,02
Total 84 100,00 98 100,00

n: numero total de alelos.
La tabla 3 muestra las frecuencias alélicas del STR F13A01 en el estado Sucre.

Se encontraron nueve alelos diferentes en la muestra poblacional con trombosis
arterial estudiada en este estado, los mas frecuentes fueron el 3.2 (10,00%), 4,
6y7 (18,75%, clu), 5y 8 (13,75%, cl/u). Los alelos 12, 15 y 16 presentaron
frecuencias menores de 2,50%, mientras que el 9, 10, 11, 13 y 14 no se
observaron. En el grupo control el mas frecuente fue el alelo 7 (26,92%)
seguido del 5 (21,15%), 4 (15,38%), 3.2 (12,50%), 6 (9,62%) y 8 (5,77%). EI 9,
11, 12, 13 y 16 se observaron en frecuencias menores de 3,00%, sin embargo
el 10, 14 y 15 no tuvieron representacion. El alelo 15 estuvo presente en los
casos de Anzoategui (1,19%) y Sucre (2,50%) y ausente en los respectivos
controles; mientras que el 9, uno de los mas infrecuentes en la mayoria de las
poblaciones estudiadas, se observo en los grupos controles de ambos estados
(2,08% y 0,96%, respectivamente).

Tabla 3. Frecuencias alélicas del polimorfismo F13A01 del FXIII de la
coagulacion sanguinea, en individuos con Yy sin trombosis arterial
pertenecientes al estado Sucre.

Casos Controles
Frecuencia Frecuencia
Alelos n (%) n (%)
3.2 8 10,00 13 12,50
4 15 18,75 16 15,38
5 11 13,75 22 21,15
6 15 18,75 10 9,62
7 15 18,75 28 26,92
8 11 13,75 6 5,77
9 0 0,00 1 0,96
10 0 0,00 0 0,00
11 0 0,00 1 0,96
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12
13
14
15
16
Total

NDNOO -

80

1,25
0,00
0,00
2,50
2,50

100,00

WOoOOoOw-

104

0,96
2,88
0,00
0,00
2,88
100,00

n: numero total de alelos.

La tabla 4 presenta los genotipos de F13A01 observados en Anzoategui. Se

encontraron 17 genotipos en los casos, siendo los mas frecuentes el 5/6
(14,29%), 5/7 (11,90%), 3.2/6, 3.2/7 y 6/7 (9,52%, clu), 7/7 (7,14%), 3.2/3.2,
3.2/4, 3.2/5, 4/5, 6/6 (4,76% c/u). Los controles mostraron 20 combinaciones,
siendo las mas frecuentes la 5/6 y 7/7 (10,20%, c/u), 3.2/3.2, 3.2/4 y 5/7 (8,16%,
clu), 3.2/5, 3.2/6, 4/6 y 6/6 (6,12%, clu), 3.2/7, 5/5, 6/7 y 7/8 (4,08%, c/u).

Tabla 4. Frecuencias genotipicas del STR F13A01 en pacientes con trombosis
arterial y en individuos controles provenientes del estado Anzoategui.

Controles
Genotipos n Frecuencia n Frecuencia
(%) (%)
3.2/3.2 2 4,76 4 8,16
3.2/4 2 4,76 4 8,16
3.2/5 2 4,76 3 6,12
3.2/6 4 9,52 3 6,13
3.2/7 4 9,52 2 4,08
3.2/8 1 2,38 1 2,04
3.2/10 0 0,00 1 2,04
4/4 1 2,38 0 0,00
4/5 2 4,76 1 2,04
4/6 0 0,00 3 6,12
417 1 2,38 0 0,00
5/5 1 2,38 2 4,08
5/6 6 14,29 5 10,2
5/7 5 11,90 4 8,16
5/9 0 0,00 1 2,04
5/16 0 0,00 1 2,04
6/6 2 4,76 3 6,12
6/7 4 9,52 2 4,08
6/9 0 0,00 1 2,04
6/11 0 0,00 1 2,04
77 3 7,14 5 10,2
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7/8 1 2,38 2 4,08
15/16 1 2,38 0 0,00
Total 42 100,00 49 100,00

n: numero total de genotipos.

La tabla 5 muestra los genotipos de F13A01 en el estado Sucre. Los casos
presentaron veintiun combinaciones diferentes, siendo las mas frecuentes 7/8
(35,00%), 4/6 (25,00%), 6/6 (15,00%). En los controles, de los veintidds tipos

encontrados, los de mayor proporcion fueron 3.2/7y 5/5 (11,54%).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas del polimorfismo F13A01 en pacientes con
trombosis arterial y en un grupo control provenientes del estado Sucre.
Casos Controles
Genotipos n Frecuencia n Frecuencia

(%) (%)
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3.2/3.2 2 5,00 2 3,85
3.2/4 1 2,50 1 1,92
3.2/5 2 5,00 1 1,92
3.2/6 1 2,50 1 1,92
3.2/7 0 0,00 6 11,54

4/4 2 5,00 2 3,85
4/5 2 5,00 0 0,00
4/6 5 25,00 2 3,85
417 1 2,50 3 5,77
4/8 0 0,00 4 1,92
4/9 0 0,00 1 1,92
4/11 0 0,00 1 1,92
4/12 1 2,50 0 5,85
4/15 1 2,50 0 0,00
5/5 1 2,50 6 11,54
5/6 1 2,50 2 3,85
57 2 5,00 5 9,62
5/12 0 0,00 1 1,92
5/13 0 0,00 1 1,92
5/15 1 2,50 0 0,00
5/16 1 2,50 0 0,00
6/6 3 15,00 0 0,00
6/7 1 2,50 3 5,77
6/13 0 0,00 0 0,00
6/16 1 2,50 0 0,00
77 2 5,00 4 7,69
7/8 7 35,00 1 1,92
7/16 0 0,00 2 3,85
8/8 2 5,00 0 0,00
8/16 0 0,00 1 1,92
Total 40 100,00 52 100,00

n: numero total de genotipos.

Con respecto al polimorfismo de tipo SNP, se pudieron analizar 85 casos y 101
controles. En la tabla 6 se reportan las frecuencias alélicas de Val34Leu en los
individuos del estado Anzoategui, mostrandose una proporcién de 82,14% para
Valina34 y 17,86% para Leucina34 en los pacientes, mientras que los controles,
presentaron frecuencias de 87,75% y 12,24%, respectivamente. Leucina34
mostrd menor porcentaje en los controles, en comparacién con los individuos
aparentemente sanos pertenecientes a los estados Sucre (18,00%) y Nueva

Esparta (17,00%), segun datos reportados por Vivenes y cols. (2008).
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Tabla 6. Frecuencias alélicas del polimorfismo Val34Leu del FXIll de la
coagulacion sanguinea, en pacientes con trombosis arterial y en un grupo
control pertenecientes al estado Anzoategui.

Casos Controles
Alelos n Frecuencia n Frecuencia
(%) (%)
Valina 69 82,14 86 87,75
Leucina 15 17,86 12 12,24
Total 84 100,00 98 100,00

n: numero total de alelos.

En la tabla 7 se exponen las frecuencias alélicas de Val34Leu del FXIIl en
individuos del estado Sucre. Se observo en los pacientes, una proporcion de
Valina34 (87,21%) superior a la de Leucina34 (12,79%), con una tendencia
similar en el grupo control (81,73% y 18,27%, respectivamente), sin embargo
con mayor valor para Leucina34, que la observada en la muestra evaluada en la

poblacion general del estado Anzoategui.

Tabla 7. Frecuencias alélicas del polimorfismo Val34Leu del FXIIIA de la
coagulacion sanguinea, en pacientes con trombosis arterial y en un grupo
control pertenecientes al estado Sucre.

Casos Controles
Alelos n Frecuencia n Frecuencia
(%) (%)
Val 75 87,21 85 81,73
Leu 11 12,79 19 18,27
Total 86 100,00 104 100,00

n: numero total de alelos.

Las tablas 8 y 9 presentan los genotipos de Val34Leu en los estados
Anzoategui y Sucre. Se observa en Anzoategui que los casos (64,29%) y los
controles (77,55%) mostraron frecuencias mayores para Val/Val; seguido del
heterocigoto Val/Leu (33,33% y 20,41%); no obstante, la frecuencia para
Leu/Leu (2,38% y 2,04%), fue muy baja en ambos grupos, respectivamente. En
Sucre, también se observaron tendencias mayores para Val/Val, tanto en los
casos (74,42%), como en los controles (71,15%), seguido de Val/Leu (25,58% y
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21,15%, respectivamente), no obstante Leu/Leu estuvo presente sélo en el

grupo control (7,70%).

Tabla 8. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Val34Leu del FXIII en
individuos con trombosis arterial y en un grupo control pertenecientes al estado

Casos Controles
Genotipos n Frecuencia n Frecuencia
(%) (%)
Val/Val 27 64,29 38 77,55
Val/Leu 14 33,33 10 20,41
Leu/Leu 1 2,38 1 2,04
Total 42 100,00 49 100,00

Anzoategui.
n: numero total de genotipos.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Val34Leu del FXIII en
individuos con trombosis arterial y en un grupo control pertenecientes al estado
Sucre.

Casos Controles
Genotipos n Frecuencia n Frecuencia
(%) (%)
Val/Val 32 74,42 37 71,15
Val/Leu 11 25,58 11 21,15
Leu/Leu 0 0,00 4 7,70
Total 43 100,00 52 100,00

n: numero total de genotipos.

Las tablas 10 y 11 sefalan los valores de los parametros bioquimicos, niveles
de fibrindbgeno e IMC, en pacientes con patologia trombdtica e individuos
controles de los estados Anzoategui y Sucre. No existen evidencias de
diferencias regionales en los genes que codifican para estas variables, por lo
tanto, las mismas fueron analizadas agrupando ambos estados, segun el sexo y

la presencia o no de trombosis arterial.

En el grupo de pacientes las mujeres presentaron valores superiores en todos

los parametros, a excepcion de las HDL-C. Sin embargo, las diferencias
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encontradas segun el género solo fueron significativas para CT (p <0,05) y
VLDL (p <0,05). Mientras que, en los controles, las mujeres tuvieron valores
superiores para glicemia, triglicéridos, CT, LDL-C, VLDL-C y Fg, mostrando
diferencias significativas solo para los niveles de glicemia (p<0,001) y Fg
(0,01<p<0,001).

Tabla 10. Parametros bioquimicos, hematoldgicos y antropométricos en
individuos con patologia trombdtica de los estados Anzoategui y Sucre, segun
el sexo.

. Mujeres (n=28) Hombres (n=57)
Variables (X = DE) (x = DE)

Glicemia (mg/dl) 109,26 + 37,95 98,25 + 18,01

Triglicéridos (mg/dl) 151,44 + 61,05 132,25 + 59,06

CT (mg/dl) 188,37 + 43,94 165,53 + 47,91
HDL-C (mg/dl) 36,23+ 7,17 37,57 + 12,89
LDL-C (mg/d) 139,23 + 45,86 124,42 + 58,07
VLDL-C (mg/dI) 31,60 + 11,87 25,40 + 11,56
IMC (Kg/m?) 27,10 + 4 51 27,10 £ 3,20
Fg (mg/dl) 436,00 + 128,00 418,00 + 120,00

X: media; DE: desviacién estandar; n: numero de individuos; CT: colesterol total; HDL-C:
colesterol de alta densidad; LDL-C: colesterol de baja densidad; VLDL-C: colesterol de muy baja
densidad.

La comparaciéon de los casos vs los controles muestran, en el sexo femenino,
valores superiores de triglicéridos (151,44 vs 114,63 mg/dl) y Fg (436,00 vs
411,00 mg/dl). Una condicién similar se observé en el sexo masculino entre los
pacientes y los controles, en relacion con los valores de triglicéridos (132,25 vs
98,43 mg/dl) y Fg (418,00 vs 334,00 mg/dl), respectivamente. Esto podria
sugerir una respuesta poco eficiente al tratamiento de eleccion en los pacientes

evaluados en los estados Anzoategui y Sucre.
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Los valores fueron superiores en las mujeres sin antecedentes, en relacion a los
hombres, lo que supone para éstas, un mayor riesgo metabdlico y una
predisposicion a sufrir algun tipo de evento trombotico arterial fulminante en
cualquier momento. Dicho riesgo va incrementandose paulatinamente a medida

que avanzan en edad.

Tabla 11. Parametros bioquimicos, hematoldgicos y antropométricos en
individuos aparentemente sanos de los estados Anzoategui y Sucre,
clasificados segun el sexo.

Variables Mujeres (n=63) Hombres (n=51)
X + DE X+ DE
Glicemia (mg/dl) 116,51 + 36,28 94,00 + 21,37
Triglicéridos (mg/dl) 114,63 £ 61,83 98,43 + 46,38
CT (mg/dI) 185,90 + 59,93 189,28 + 48,84
HDL-C (mg/dl) 41,80 £15,76 42,85 + 16,07
LDL-C (mg/dl) 120,90 + 50,08 125,26 + 42,51
VLDL-C (mg/dI) 22,46 + 11,49 19,53 + 9,21
IMC(Kg/m?) 27,05 + 3,49 26,79 + 3,68
Fg (mg/dI) 411,00 £ 163,00 334,00 + 119,00

X: media; DE: desviacion estandar; n: nimero de individuos; CT: colesterol total; HDL-C:
colesterol de alta densidad; LDL-C: colesterol de baja densidad; VLDL-C: colesterol de muy baja
densidad.

Se evidencioé un mayor valor para las HDL-C en los controles femeninos (41,80
mg/dl) y masculinos (42,85 mg/dl), en relacién a los pacientes de ambos sexos
(36,23 mg/dl y 37,57 mg/dl, respectivamente). Las pacientes femeninas
mostraron valores mas elevados en los parametros de riesgo cardiovascular,
incluyendo las LDL-C (139,23 mg/dl), que favorecen la formacion de las placas
ateromatosas. Este hallazgo esta en consonancia con los reportes sobre la
influencia del sexo masculino en la presentacion del evento de trombosis

arterial. Las diferencias encontradas entre casos y controles fueron
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significativas para los valores de triglicéridos (p=0,01) y VLDL-C (p<0,001) de
las mujeres; asi como para los niveles de triglicéridos, VLDL-C (p<0,01 c/u), CT

(p<0,02) y Fg (p<0,001), en los hombres.

En la tabla 12 se observan los parametros bioquimicos y los niveles de
fibrindgeno, en casos con patologia trombdtica y en individuos controles de los
estados Anzoategui y Sucre, clasificados segun los genotipos del polimorfismo
Val34Leu. No se observaron diferencias importantes en los parametros
evaluados. En el grupo de casos masculinos con genotipo Val/Val, se
observaron valores medios mas bajos de CT (169,54 + 47,79), en comparacion
con las pacientes femeninas (186,52 + 44,79) y con los controles. Este grupo de
pacientes, a pesar de tener esta condicién favorable, poseen como factor de
predisposicion el género y la presencia de Valina34, reportado como un alelo de
mayor riesgo. El efecto de dosis alélica doble pudiera ejercer una mayor
influencia en el desencadenamiento de los procesos trombdéticos ocurridos en

estos individuos.

En los controles, los niveles elevados de CT tanto en el sexo femenino
(186,93+61,84 mg/dl) como en el masculino (194,84+49,56 mg/dl), evidencian
un gran riesgo de trombosis, considerando que estos individuos presentan
genotipos homocigotos Val/Val. Dicho riesgo pareciera ser mayor en los
hombres, si se toma en cuenta la influencia del sexo masculino en la
presentacion de este tipo de patologias, ademas de los mayores niveles de CT,
a expensas de las lipoproteinas LDL-C, conocidas como colesterol malo.

El grupo de pacientes femeninas Val/Leu presentaron mayores valores de
triglicéridos (193,50 + 105,97 mg/dl), CT (202,80 * 50,75 mg/dl) y LDL-C
(147,20 = 60,24 mg/dl). Aunque estas pacientes portan un alelo Leucina34,
considerado en varios estudios como alelo de proteccion contra patologias

arteriales, estan expuestas a otros factores externos, tales como las
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dislipidemias, que en estos individuos pudieran tener una influencia

preponderante en el desencadenamiento de este tipo de eventos.

En los casos, los mayores niveles de fibrinbgeno se presentaron en mujeres
con Val/Leu (454,00 + 148,00 mg/dl) y los menores en hombres con ese mismo
genotipo (360,00 £ 77,00 mg/dl). En los controles, las mujeres con Val/Leu
(453,00 + 207,00 mg/dl) presentaron niveles de fibrinogeno semejantes a las
pacientes femeninas. Estos valores fueron mayores que en hombres
aparentemente sanos con ese mismo genotipo (343,00 + 179,00 mg/dl). En
general, los niveles de fibrindgeno fueron mayores en individuos con genotipos
Val/Leu, en relacién a Val/Val. Algunos estudios han reportado una asociacion

entre Val34Leu, los niveles de fibrindgeno y la estructura de la malla de fibrina.

No se observo asociacion de las variables bioquimicas y antropométricas con
los polimorfismos F13A01 y Val34Leu analizados. Aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, pareciera haber una tendencia a un
riesgo por dislipidemias mas evidente, que por la influencia de los factores

genéticos evaluados en esta muestra poblacional.

La tabla 13 muestra los resultados recopilados en las encuestas realizadas a
los individuos estudiados, con respecto a algunos factores modificables de
riesgo de enfermedades cardiovasculares. Los datos reportados por los
participantes voluntarios sefialan una gran proporcién de pacientes que nunca
ha adquirido el habito de fumar, siendo mayor el porcentaje en anzoatiguenses
(562,38%), en relacién a los sucrenses (46,52%), no obstante el grupo de
exfumadores (33,33 y 32,16%) y fumadores (14,29 y 20,93%), en ambos

estados respectivamente, también tuvieron una representacion importante.

Tabla 12. Parametros bioquimicos y fibrinbgeno en individuos con patologia
trombdtica y controles de los estados Anzoategui y Sucre, clasificados segun
los genotipos del polimorfismo Val34Leu encontrado.
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Genotipos/ Casos Controles

Variables Muijeres Hombres Mujeres Hombres
(mgy/dl) (x+DE)  (xDE) (X + DE) (X + DE)
Val/Val

Glicemia 108,45 + 38,87 100,83 £19,47 118,93+ 38,74 92,00 £ 14,38
TG 141,05 £ 60,27 135,35 1£59,19 109,13+ 63,35 102,26+50,09
CT 186,52 £ 44,79 169,54 47,79 186,93 +61,84 194,84+49,56
HDL-C 37,47 £ 7,30 37,63 £13,56  43,12+15,35 42,19 £16,43
LDL-C 141,37 £ 39,84 130,52+ 59,44 121,57+ 52,28 129,94+43,25
VLDL-C 31,11 £ 10,51 37,16 + 56,69 21,16 £11,36 20,42 £ 9,95
Fg 406,00£94,00 443,00£135,00 417,00+161,00 303,00+92,00
VallLeu

Glicemia 115901522  98,18+2228 110,38+27,97 75,50 + 2,12
TG 193,50£105,97 125,24 + 56,56 117,00 £ 50,36 94,14 + 43,19
CT 202,80 £ 50,75 162,89 +£48,29 171,36 £49,91 192,29 + 54,23
HDL-c 35,40 £ 6,75 38,35 +11,29 39,71 £ 16,78 44,00 £ 19,04
LDL-c 147,20 £ 60,24 114,53+52,17 108,21 £ 36,70 129,71+ 40,77
VLDL-c 34,80 £15,22 25,00+£11,24 23,52 + 10,07 18,71 £ 8,48
Fg 454,00£148,00 360,00+ 77,00 453,00 £ 207,00 343,00£179,00

X: media; DE: desviacién estandar; n: numero de individuos; TG: triglicéridos; CT: colesterol total; HDL-C:
colesterol de alta densidad; LDL-C: colesterol de baja densidad; VLDL-C: colesterol de muy baja densidad.

Tabla 13. Factores de riesgo cardiovascular en individuos con enfermedad
tromboembolitica arterial pertenecientes al estado Sucre que formaron parte de

la investigacion.

Anzoategui Sucre

n % n %
HABITO DE FUMAR
Ex fumador 14 33,33 14 32,16
Fumador 6 14,29 9 20,93
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Nunca ha fumado ] 22 52,38 20 46,52
BEBIDAS ALCOHOLICAS

Nunca 32 76,19 12 27,91
Esporadico 10 23,81 29 67,44
Semanal 0 00,00 1 02,32
Todos los dias 0 00,00 1 02,32
SEDENTARISMO

Si 25 59,52 34 79,07
No 17 40,78 9 20,93
ANTECEDENTES FAMILIARES

Ausencia 18 42,86 26 60,47
ECI-Diabetes 0 00,00 2 04,65
Diabetes 0 00,00 1 0232
Hcol 0 00,00 0 00,00
Taquicardia 0 00,00 0 00,00
HTA 0 00,00 3 06,98
HTA- Diabetes 0 00,00 2 04,65
HTA-ECI 0 00,00 1 02,32
ECI 24 57,14 8 18,60
HTA-Hcol 0 00,00 0 00,00
HTA-Htg 0 00,00 0 00,00

n: numero de individuos; Hcol: hipercolesterolemia; HTA: hipertension arterial. ECI: enfermedad
cardiovascular isquémica. Htg: hipertrigliceridemia.

En el estado Sucre se observd mayor consumo de bebidas alcohdlicas
(72,08%) y sedentarismo (79,07%), con respecto al estado Anzoategui (23,81 y

59,52%, respectivamente).

En relacion a los antecedentes familiares indicativos de riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares; los anzoatiguenses evaluados sefalaron
mayor presencia de las mismas, con prevalencia de ECI (57,14%).

En el estado Sucre, se reportd6 menor proporcion de antecedentes que en
Anzoategui (60,47 vs 42,86%), no obstante éstos fueron mas variados, con
mayor frecuencia de ECI (18,60%), seguido de HTA (6,98%). También se
observaron casos de ECI-Diabetes (4,65%), HTA- Diabetes (4,65%), HTA-ECI
(2,32%) y Diabetes como unico antecedente (2,32%).
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En la figura 1, se observa el gel de poliacrilamida, mostrando el polimorfismo
F13A01, tomando como patrén la escalera alélica provista en el estuche
comercial (Promega, 2001). Se evidencia el patron de migracion de individuos

homocigotos y heterocigotos.

La figura 2 presenta el gel de poliacrilamida al 6,00%, en el cual se sefialan las
bandas por PCR-RFLP para el polimorfismo Val34Leu del FXIll de la
coagulacion sanguinea (Franco y cols, 2000). Como referencia se utiliz6 ADN
del plasmido pBR 322 digerido con la enzima de restriccion Msp. Se aprecia la
migracion electroforética de muestras de individuos homocigotos Val/Val, y

Leu/Leu, asi como los heterocigotos Val/Leu.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida, mostrando el polimorfismo F13A01, tomando
como patron la escalera alélica provista en con el kit (Promega, 2001).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 2. Gel de poliacrilamida al 10,00% el cual muestra las bandas para el
polimorfismo Val34Leu del FXIIlI de la coagulaciéon sanguinea. Pozo 1: muestra
sin digerir, pozos 2, 3, 5, 7 y 9: homocigoto Val34; Pozo 4: Val34Leu; Pozo 8:
homocigoto Leu34; Pozo 6: patron (ADN del plasmido pBR 322 digerido con la
enzima de restriccion Msp.
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DISCUSION

La trombosis arterial representa una de las principales causas de muerte tanto
en los paises industrializados como en aquellos que estan en vias de
desarrollo, razéon por la cual se han incrementado, en la ultima década, las
investigaciones sobre estas patologias, con el propdsito de comprender los
mecanismos moleculares desencadenantes, el papel de las proteinas
implicadas en la formacion de trombos y las interacciones gen-gen y gen-
ambiente como factores determinantes de riesgo (Kohler y cols., 1998; Anwar y
cols., 1999; Organizacion Mundial de la Salud, 2005; Alonso y cols., 2012).

En el presente estudio, se analizaron las variables género y edad, en individuos
que cursaban con eventos de trombosis arterial, y que habian nacido en los
estados Anzoategui o Sucre, cuyas edades oscilaban entre 32 y 86 afios; y con
padres y abuelos nacidos en las mismas localidades. Los pacientes o sujetos
afectados, fueron designados como “casos”, y los individuos aparentemente
sanos, como “controles”. En los casos evaluados, se observd una mayor
proporcion del género masculino (61,90%; n=26 y 69,77%; n=30), con respecto
al femenino (38,10%; n=16 y 30,23%; n=13), en ambos estados,
respectivamente. Se observo mayor cantidad de casos mayores de 50 afios de
edad (51-70 anos). Estos hallazgos coinciden con reportes previos donde se
sefalan que el género y la edad son factores predisponentes para el
padecimiento de enfermedades trombdticas arteriales (Llopis y cols., 1996;
Frohlich y cols., 2001).

Batista (2007) observé que las tasas de incidencia de trombosis arterial, por
género, se igualan después de la menopausia. Las mujeres en etapa fértil,
tienen una menor frecuencia de fendbmenos trombédticos que los hombres de
igual edad, debido al papel protector que juegan los estrégenos en la progresiéon

del proceso aterosclerético. El riesgo aumenta a partir de los 35 afios en el
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hombre y los 45 en la mujer, siendo la recurrencia del evento proporcional a la
edad de los mismos, e igualandose las proporciones en ambos géneros. Los
grupos mas afectados son los individuos mayores de 60 afios (Garcia, 2002;
Bertrand y cols., 2003; Iraola y cols., 2003; Paolasso, 2003; Antman y cols.,
2004; Tran y cols., 2004; Terkelsen y cols., 2005; Batista, 2007).

Feyzi y cols. (1998) y Taddei y cols. (2001), sefialan que la edad avanzada
juega un papel importante en el riesgo de trombosis, debido a que, con el
transcurrir de los afos se incrementa de manera proporcional la rigidez junto
con la dilatacion de las arterias, producto de la degeneracion de las fibras
elasticas. Aunado a esto, ocurre un aumento en el contenido de colageno y del
calcio, ademas de una disminucién de la prostaciclina y el éxido nitrico, con una
reduccion correspondiente de la dilatacion dependiente del endotelio. Por otra
parte, se produce un aumento de union de factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, a las arterias, causado por cambios en el contenido de
glicosaminoglicano de la pared del vaso, lo que favorece la progresion de la

aterosclerosis y contribuye indirectamente a la aterotrombosis.

Los resultados de la presente investigacion concuerdan con lo sehalado por
Correa y cols. (2003) y por Garcia y cols. (2009), quienes observaron que el IM
es mas frecuente en pacientes del género masculino, provenientes de México y
Cuba, respectivamente. No obstante, las proporciones encontradas para el
género femenino en los estados Anzoategui (38,10%) y Sucre (30,23%) son
mas elevadas que las encontradas en México (8,00%) y Cuba (16,00%). Olié y
cols., (2012), sefialan la importancia de seguir en busca de nuevas hipoétesis en
relacion a las diferencias especificas del género, en procesos de trombosis
recurrentes, asociadas con un riesgo aumentado en edades mas avanzadas,
particularmente en el género femenino, y en portadores de ciertas variantes

moleculares de predisposicion.
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En el presente trabajo, el analisis de las variantes genéticas reflejaron en los
casos del estado Anzoategui, que el alelo mas frecuente para el STR F13A01
fue el 7 (25,00%), mientras que en Sucre los alelos 4, 6 y 7 fueron los mas
comunes (18,75% c/u). Son escasas las investigaciones que se han realizado
orientadas a la busqueda de asociacion entre el F13A01 y las patologias
trombdticas. En tal sentido, Carreras-Torres y Athanasiadis (2010), en un
estudio realizado en una muestra poblacional espafola, en individuos con
enfermedad arterial isquémica (EAI), reportaron una frecuencia mayor para el
alelo 7 (37,10%), en comparacion con la de ambos estados del oriente
venezolano. Sin embargo, en Espafa, la frecuencia del alelo 3.2 fue menor
(3,20%) que en los pacientes evaluados en los estados Anzoategui (20,24%) y
Sucre (10,00%).

Carreras-Torres y Athanasiadis (2010), sugieren un efecto protector de la
variante 3.2, la cual presenta menor numero de repeticiones y, por ende, menor
longitud o numero de pares de bases (pb) en la region promotora del gen que
codifica para la subunidad A del FXIIl de la coagulacién sanguinea. Proponen,
ademas, que el alelo 7 podria implicar un factor de riesgo en las enfermedades
tromboticas. Vivenes y cols. (2012), utilizando técnicas inmunolodgicas,
observaron mayor actividad funcional del FXIIl, en individuos aparentemente
sanos que presentaban alelos con mayor numero de repeticiones, reflejando un
aumento progresivo de la actividad funcional del factor FXIIl de la coagulacion
sanguinea, desde el alelo 3.2 en adelante, no obstante dicha actividad empez6

a descender en presencia del alelo 7.

Los resultados de la presente investigacion reflejan en los casos (25,00%) del
estado Anzoategui, una mayor frecuencia del alelo 7, en comparacion con los
controles (20,41%), y menor proporcion del 3.2 (20,24 y 22,45%,
respectivamente), no obstante éstas frecuencias son muy semejantes. Este

hallazgo difiere de lo observado en el estado Sucre, donde la frecuencia del
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alelo 7 en los casos (18,75%), fue menor que en los controles (26,92%),
mientras que el 3.2 mostr6 menor proporcién en los afectados (10,00%) con
respecto a la muestra poblacional aparentemente sana (12,50%). El efecto de la
region promotora, sobre la expresion de la proteina, la actividad funcional y
especifica de la misma, la estructura de la malla de fibrina formada y el efecto
protector o de riesgo, estan modulados por multiples factores epigenéticos que

deben segui siendo investigados.

El polimorfismo F13A01 ha sido analizado principalmente, con un enfoque de
genética poblacional. En los controles evaluados en el estado Anzoategui, el
alelo mas comun fue el 3.2 (22,45%), con una proporcion similar a la reportada,
en el continente americano por Yunis y cols. (2000), y por Novoa y cols. (2001),
en poblaciones aparentemente sanas de Colombia (21,99%) y de Chile
(21,37%), respectivamente; no obstante, esta frecuencia es inferior a la descrita
por Talledo y cols. (2010), en Huanayo-Peru (35,71%). Al comparar con los
reportes en el continente europeo, se observa que las frecuencias de 3.2 son
mayores que las obtenidas por Sivolap y cols. (2003) en Ucrania (3,40%), y por
Burgos y cols. (2001) en Galicia (5,80%).

En el grupo control del estado Sucre, el alelo mas frecuente fue el STR 7
(26,99%), lo cual se asemeja a lo descrito por Yunis y cols. (2000), en
individuos aparentemente sanos de Colombia (26,34%), y es superior a los
valores obtenidos por Talledo y cols. (2010), en Piura-Peru (18,78%). En
comparacién con las frecuencias reportadas en Europa, Burgos y cols. (2001)
encontraron mayores frecuencias del alelo 7, en Galicia (33,70%). En el
continente asiatico se ha analizado este polimorfismo en Japdén, encontrandose
en Indonesia, la frecuencia mas baja reportada hasta el momento para el alelo 7
(2,90%); mientras que, en Bangladés se observaron los valores mas elevados
para el alelo 6 (52,50%) (Kido y cols., 2003).
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En los grupos de casos y controles evaluados en ambos estados del oriente de
Venezuela, se observo una discontinuidad con una distribucion bimodal de las
frecuencias alélicas, mostrandose una mayor tendencia entre los alelos 3.2 al 7,
no obstante se presentd una gran proporcion de genotipos diferentes (24,00 y
30,00%, respectivamente). Estos resultados son similares a los reportados en la
mayoria de las poblaciones analizadas. Considerando los datos disponibles y
los observados en el presente estudio, se puede deducir que el STR F13A01 es
un valioso marcador genético para la caracterizacion individual y poblacional,

debido sus elevados indices de heterocigosis (Burgos y cols., 2001).

Con respecto al polimorfismo Val34Leu, en el presente estudio, se observo que
la frecuencia obtenida para Leucina34 en los casos de Anzoategui (17,86%) es
mayor a la encontrada en Sucre (12,79%). Esta se asemeja a la reportada por
Corral y cols. (2000) en individuos con sindrome coronario agudo de Espafa
(17,00%), sin embargo, es menor al compararla con otros estudios realizados
en Europa central, donde Bronic y cols. (2009) y Shemirani y cols. (2010), han
descrito frecuencias mayores (22,00-26,00%). Tanto en los casos de
Anzoategui como en los del estado Sucre, las frecuencias de Leucina34 son
mucho mas elevadas a las sefaladas por Hancer y cols. (2006), en pacientes
de Turquia (7,69%). Sin embargo, la de Sucre es mas baja en comparacion con
las reportadas por Corral y cols. (2000) y por Gemmati y cols. (2001), en el sur
de Europa (17,00% y 18,10%), y por Bronic y cols. (2009) y Shemirani y cols.
(2010), en Europa central (22,70% y 25,20%), respectivamente. También difiere
de la encontrada por Butt y cols. (2003), en pacientes de Canada (27,70%). En
el presente estudio, las frecuencias del alelo Leucina34, entre los casos y los
controles fueron semejantes en cada estado, lo que sugiere que no existe
asociacion entre el polimorfismo Val34Leu y el evento de trombosis arterial, en

la muestra poblacional evaluada en los estados Anzoategui y Sucre.
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Con respecto a las frecuencias genotipicas, de los casos evaluados en los
estados Anzoategui y Sucre, se observo para Val/Val valores mayores (64,29%
y 74,21%, respectivamente), en relacion a los reportados por Bronic y cols.
(2009), en individuos con IM de Croacia (59,20%), y por Shemirani y cols.
(2010), en pacientes con enfermedad trombodtica isquémica provenientes de
Hungria (54,80%). El genotipo Val/Leu obtenido en Anzoategui (33,33%), reflejo
valores semejantes a los observados por Bereczky y cols. (2008), en pacientes
con IM de Hungria (38,40%), y por Bronic y cols. (2009), en Croacia (36,80%),
sin embargo el valor obtenido en Sucre (25,58%) fue mucho menor. La
frecuencia de Leu/Leu en los casos de Anzoategui (2,38%) fue mas baja que
las encontradas por Bereczky y cols. (2008), por Shemirani y cols. (2010) (5,60
y 5,80%, respectivamente), y por Bronic y cols. (2009), (4,30%) en las
localidades analizadas por éstos. En el estado Sucre, el genotipo Leu/Leu

estuvo ausente en los casos evaluados.

En otros estudio, el polimorfismo Val34Leu se ha relacionado con mayores
niveles de actividad de transglutaminasa, sin embargo, las consecuencias
bioquimicas que pudiera producir, aun no estan bien establecidas, no obstante
se ha senalado que la activacion de FXIIIA por trombina se produce de 2 a 3
veces mas rapido, en presencia de la variante Leucina34. Este hecho parece
estar vinculado con alteraciones de la reticulacion de la fibrina. En algunas
poblaciones esta variante molecular ha mostrado una relacidén con la incidencia
de procesos trombdticos y hemorragicos, atribuyéndosele un efecto protector
contra el padecimiento de infarto de miocardio y del tromboembolismo venoso,
y una influencia de predisposicion a sufrir hemorragia intracraneal (Canavy y
cols., 2000; Franco y cols., 2000; Gemmati y cols., 2001; Reiner y cols., 2002;
Wells y cols., 2006).

Kohler y cols. (1998) fueron los primeros que establecieron, el posible efecto de

proteccion del alelo Leucina34 contra el IM, al observar menor prevalencia de
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de este alelo en individuos con IM en comparacion con un grupo control con
caracteristicas semejantes. El efecto protector del mismo ha sido avalado por
varios estudios de esta indole (Wartiovaara y cols., 2000; Corral y cols., 2000;
Elbaz y cols., 2000; Franco y cols., 2000; Kakko y cols., 2002), sin embargo,
otros no concuerdan con estas afirmaciones (Canavy y cols., 2000; Aleksic y
cols., 2002; Atherosclerosis, Thrombosis, Vascular Biology Italian study Group,
2003; Roldan y cols., 2003).

Gemmati y cols. (2001) senalaron que los individuos que poseen Leucina34,
aunque estan protegidos contra el infarto cerebral y de miocardio, tienen una
predisposicion a la aparicibn de hemorragia intracerebral primaria. Reiner y
cols. (2002) reportaron un aumento de isquemia, de casi 4 veces, en mujeres
jévenes(n=36) que poseian dos copias de este alelo. Sin embargo,
posteriormente, en un estudio mas amplio realizado por Pruissen y cols. (2008),
con un mayor numero de mujeres jévenes holandesas (n=190), no se observo

un efecto significativo del polimorfismo Val34Leu sobre el riesgo de isquemia.

Roldan y cols. (2003) en una muestra poblacional mediterranea, no encontraron
el efecto cardioprotector. Contrario a esto, observaron mayor cantidad de
Leu/Leu en pacientes que presentaban IM antes de la edad de 35,00 afos, en
comparacién con los individuos controles. Por otra parte, Undas y cols. (2003)
sugieren que, en presencia de ciertos factores, la variante Leucina34 del FXIII,
podria significar un factor de riesgo para el IM. En tal sentido, se ha demostrado
que en presencia de este alelo, conjuntamente con la variante 20210A de la
protrombina, el efecto sinérgico, aumenta el riesgo de IM (12,00 veces), en
comparaciéon con el grupo control. Ademas, se ha informado que el
polimorfismo Val34Leu del FXIII pierde su efecto protector en presencia de la
resistencia a la insulina y el inhibidor del activador del plasminégeno del tipo 1
(PAI-1) (Warner y cols., 2001; Cucuianu y Dican, 2003).
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Los resultados publicados hasta la fecha implican que existe una correlacién
significativa entre el area geografica y la prevalencia del alelo Leucina34 y que
su asociacion con la enfermedad arterial coronaria o IM es diferente en distintas
poblaciones. La variante molecular Leucina34 es relativamente comun en
caucasicos (23,00-30,00%), mientras que en los asiaticos del sur y africanos la
frecuencia es menor (13,00%-17,00%). Los valores mas altos se han reportado
en poblaciones indigenas (28,00-40,00%) y los menores en Japoén (0,00-
1,00%). Algunos autores coinciden en que este polimorfismo no representa un
importante marcador genético poblacional, no obstante otros han mostrado
ciertas tendencias dependiendo del componente étnico (Franco y cols., 1999;
Attie-Castro y cols., 2000; Franco y cols., 2000; Gemmati y cols., 2001; Aleksic
y cols., 2002; Roldan y cols., 2003; Hermann y cols., 2004; Wiwanitkit, 2005;
Mahfouz y cols., 2007).

En el continente americano se ha evaluado el polimorfismo Val34Leu en
poblaciones aparentemente sanas, donde se han reportado frecuencias para la
variante Leucina34 en Norteamérica (19,50-27,10%); mientras que en
Centroamérica solo existen reportes en San José de Costa Rica (30,50%). En
Suramérica existen reportes en Brasil y Venezuela, con valores que varian
considerablemente (12,00-30,60%). Particularmente en Venezuela, se han
mostrado frecuencias para Leucina34 en varias regiones, nororiental (15,00-
23,00%), centroccidental (19,00-20,00%) y en la capital (12,00-30,00%). Las
diferencias observadas pueden ser atribuidas a que la mayoria de los paises de
América presentan importante proporcién de mestizaje, y este proceso ha sido
diferencial en cuanto al impacto del componente europeo, amerindio y africano
implantado en cada localidad (Franco y cols., 1999; Attié-Castro y cols., 2000;
Franco y cols., 2000; Aleksic y cols., 2002; Reiner y cols., 2002.; Butt y cols.,
2003; Martinez, 2003; Salazar-Sanchez y cols., 2006; Vivenes, 2006; Bernstein
y cols., 2007; Cushman y cols., 2007; lzaguirre y cols., 2008; Vivenes y cols.,
2008).
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Por lo tanto, para aclarar la contribucién del polimorfismo Val34Leu del FXIII en
la trombosis arterial, es importante analizar no s6lo las modulaciones del efecto
de varios factores genéticos, sino también la interaccion con factores
ambientales (Aleksic y cols., 2002; Kakko y cols., 2002; Atherosclerosis,
Thrombosis, Vascular Biology Italian study Group, 2003; Hermann y cols., 2004;
Wiwanitkit , 2005; Mahfouz y cols., 2007).

Otras variables importantes de analizar en estudios de esta indole son: el perfil
lipidico, los parametros antropométricos que indican obesidad, las
concentraciones de fibrindgeno; ademas del habito de fumar, la ingesta de
bebidas alcohdlicas y la practica de alguna actividad fisica, entre otros
(Atherosclerosis, Thrombosis, Vascular Biology Italian study Group, 2003). A
través de las encuestas realizadas a los individuos estudiados, fue posible
determinar algunos de los factores ambientales predisponentes para estas

enfermedades, incluyendo los antecedentes familiares.

En general, en el presente analisis, la mayoria de las diferencias encontradas
en los parametros bioquimicos, agrupando ambos estados, segun el sexo y la
presencia o no de trombosis arterial, no mostraron diferencias significativas. Al
considerar el género, ambos estados, las pacientes femeninas presentaron
valores mas elevados para CT y VLDL que los hombres. Las mujeres
aparentemente sanas tuvieron valores significativamente superiores en los
niveles de glicemia y Fg, con respecto al sexo masculino. Estos resultados para
ellas suponen un mayor riesgo metabdlico y una predisposicion a sufrir algun
tipo de evento de trombosis arterial, principalmente a edades mas avanzadas.
Al comparar entre casos y controles, se senalan diferencias significativas para
los valores de triglicéridos y VLDL en las mujeres; asi como para los niveles de

triglicéridos y VLDL, CT y Fg en los hombres.
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En general, no se observaron diferencias importantes en los parametros
evaluados, al agrupar, por género, segun los genotipos del polimorfismo
Val34Leu. El grupo de pacientes femeninas Val/Leu presentaron mayores
valores de triglicéridos (193,50 + 105,97 mg/dl), colesterol total (202,80 + 50,75
mg/dl) y LDL-C (147,20 = 60,24 mg/dl), sugiriendo que el efecto de la presencia
de Leucina34, puede interactuar con factores ambientales de predisposicion

como las dislipidemias.

Apoyando la hipotesis de que las dislipidemias podrian tener un efecto protector
contra la enfermedad, Ray (2003), sugiere que las estatinas pueden influir en el
riesgo de trombosis. No obstante, segun un estudio de meta-analisis, Ageno y
cols. (2008) reportaron que las dislipidemias ejercen una influencia leve en el
riesgo de trombosis arterial. Observaron que los pacientes con esta patologia
tenian niveles altos de triglicéridos y bajos de colesterol HDL, con ausencia del
efecto de la colesterolemia total. Caceres (2004) en un estudio realizado en
Cuba, senala que los diabéticos insulinodependientes tienen un alto riesgo de
padecer cardiopatia isquémica, sin embargo, en jévenes con esta enfermedad
solo se demuestra la diabetes entre un 15,00-20,00%. Otros autores como
Morillas y cols. (2002), al igual que Fontanals y cols. (2003), sefialan menos del
10,00%.

El fibrinbgeno se ha asociado tradicionalmente, como factor de riesgo
cardiovascular. Se observd que los niveles de fibrindgeno fueron mayores en
individuos con genotipos Val/Leu, en relacion a los Val/Val. Aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, se pudieron apreciar
algunas tendencias de interés. Como se observa en la tabla 12, en los casos
del presente estudio, los mayores niveles de fibrinbgeno se presentaron en
mujeres con Val/Leu (454,00 + 148,00 mg/dl) y los menores en hombres con
ese mismo genotipo (360,00 £ 77,00 mg/dl). En los controles, las mujeres con

Val/Leu (453,00 + 207,00 mg/dl) presentaron niveles de fibrinbgeno semejantes
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a las mujeres con la patologia. Estos valores fueron mayores que en hombres
aparentemente sanos con ese mismo genotipo (343,00 = 179,00 mg/dl).
Algunos estudios han reportado una asociacion entre el polimorfismo Val34Leu,

los niveles de fibrindgeno y la estructura de la malla de fibrina.

Con respecto al fibrinégeno, Kannell y cols. (1987) mostraron que los niveles
plasmaticos de esta proteina aumentaron de un valor medio de 280,00 mg/dl,
en los individuos de 47-54 afios, a mas de 300,00 mg/dl, en los de 65-79 afios,
asumiendo un aumento de 10,00 mg/dl por cada década de edad. Tracy (2002)
sugiere que los altos niveles plasmaticos de fibrindgeno pueden desempenar un
papel causal en la alta incidencia de eventos cardiovasculares observados en
personas de edad avanzada, tal vez mediante la mejora de la superacion de las
plaquetas a través de su glicoproteina llb-llla, al servir como un sustrato directo
del coagulo y/o por aumento de la viscosidad sanguinea. Alternativamente, los
altos niveles de fibrinogeno pueden ser simplemente un marcador del estado
inflamatorio crénico tipico del envejecimiento, sin que contribuya directamente

al riesgo.

La concentracidon de fibrindgeno, pareciera tener un papel preponderante en el
efecto de proteccidon. Segun Ariéns y cols. (2000), la presencia de Leucina34
modifica la estructura del coagulo de fibrina, mientras que Lim y cols. (2003)
sugieren que este efecto es modulado por las concentraciones del fibrinégeno.
En tal sentido, Bereczky y cols. (2007) encontraron que el efecto cardioprotector
se impone sélo en presencia de altas concentraciones de fibrindbgeno, y
sugieren que la alteracion de la estructura de la fibrina, en presencia de la
variante Leucina34, es mas relevante que la activacion acelerada del FXIII por
influencia de este alelo, lo que no parece tener ninguna relacion con una

proteccion frente al proceso aterotrombético.
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Vivenes y cols (2012) sefialaron en individuos aparentemente sanos del oriente
de Venezuela, que los niveles de fibrindgeno estuvieron dentro del rango de
referencia (200,00-300,00 mg/dl). Estos fueron clasificados en tertiles,
mostrandose una correlacidon entre actividad de FXIII y el genotipo (p < 0,01),
una mayor frecuencia de Leu/Leu (7,02%) y mayor valor de actividad funcional
del FXIIl, fueron encontrados en el tercer tertil. En ese estudio, los valores de
fibrinogeno fueron mayores en individuos Leu/Leu (332,00 mg/dl), menores en
Val/Leu (267,00 mg/dl) e intermedios en Val/Val (284,00 mg/dl). La estructura
del coagulo de fibrina esta influenciada por el polimorfismo Val34Leu y también

es modulada por la concentracion de fibrindgeno.

Partiendo de las respuestas suministradas por los individuos que participaron
en esta investigacion, se observa, en el estado Anzoategui, que mas de la mitad
nunca adquirieron el habito de fumar (52,38%), mientras que el 47,62% son
fumadores y exfumadores. No obstante, en los casos del estado Sucre, el
53,49% corresponde a los exfumadores y fumadores. De acuerdo con estos
resultados, el haber adquirido el habito de fumar pudo incidir o hacer propenso
a sufrir algun tipo de trombosis arterial, pues tanto en Anzoategui como en
Sucre, casi la mitad de los casos son fumadores o alguna vez lo fueron. Estos
hallazgos son sustentables en otros estudios, donde encontraron que el
tabaquismo constituye el factor de riesgo de mayor asociacion con la
cardiopatia isquémica, afectando hasta el 91,00% de los pacientes (Zimmerman
y cols., 1995; Choudhury y Marsh, 1999; Morillas y cols., 2002; Correa y cols.,
2003; Marin y Ospina, 2004; Garcia y cols., 2009).

Elbaz y cols. (2000) sugieren una fuerte interaccion gen-ambiente y demuestran
que el efecto del tabaquismo sobre la trombosis cerebral fue mas débil entre los
portadores del alelo Leucina34. Resultados similares fueron reportados para IM,
por Franco y cols. (2000), que demostraron una reducciéon del riesgo de la

aparicion de infarto de miocardio entre los fumadores que portan el alelo
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Leucina34. Kohler y cols. (1998) informaron la pérdida del efecto protector del
FXIII en presencia de niveles elevados del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)
en la circulacion y la alta prevalencia del genotipo 4G/4G de PAI-1, lo que
sugiere que la fibrindlisis alterada anula el efecto protector en los pacientes con

IM y el alelo Leucina34.

Fontanals y cols. (2003), en un estudio realizado en Barcelona-Espafa,
encontraron que el tabaquismo representa el factor de riesgo con mayores
frecuencias en pacientes con IM, con un porcentaje de 92,00%. De manera
similar, Marin y Ospina (2004), en Colombia observaron una frecuencia de
66,50%, y Correa y cols. (2003), en México de 69,00%. Estos estudios
sugieren, que los factores de riesgo mas comunes para la enfermedad
coronaria aterosclerética, son frecuentemente responsables del desarrollo y

aparicion del sindrome coronario agudo.

Con respecto al habito alcohdlico, el 76,19% de los pacientes investigados del
estado Anzoategui, contestaron no consumir bebidas alcohdlicas, mientras que
en Sucre el 72,08% reportaron el consumo de estas bebidas de manera
esporadica, semanal y/o todos los dias. Algunos estudios indican que un
consumo moderado de alcohol no supone un peligro para la salud, siempre que
no se combine con medicamentos incompatibles. Explican que la moderacién
depende de no sobrepasar un par de bebidas al dia, en varones, o una, en
mujeres y sugieren que los vinos tintos poseen propiedades antioxidantes, que
contribuyen al aumento de la lipoproteina de alta densidad (HDL-C) o colesterol
bueno y por sus efectos anticoagulantes, que son beneficiosos para la
prevencion de infartos cerebrales y cardiacos. Sin embargo, no recomiendan
beber vino ni ninguna otra forma de alcohol, ya que estos beneficios pueden
igualmente conseguirse con actividad fisica y tomando zumos de frutas vy
aspirina (German y Walzem, 2000; Booyse y Parks, 2001; Mukamal y cols.,
2003).
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Mukamal y cols. (2010), asi como Costanzo y cols. (2010), reportaron en sus
estudios, que el consumo mantenido y excesivo de alcohol puede perjudicar al
corazon e incrementar la presion sanguinea. Ademas, la toxicidad del etanol
puede causar una miocardiopatia dilatata en el musculo cardiaco, provocando
en el paciente sintomas de insuficiencia cardiaca. Por otra parte, existen
determinadas arritmias cardiacas que también estan relacionadas con el
consumo excesivo de alcohol, como la fibrilacién auricular. El alcohol esta
especialmente contraindicado en pacientes que consumen aspirina o warfarina
de forma regular, ya que la suma de sus efectos anticoagulantes podrian
desencadenar un derrame cerebral, y en mujeres embarazadas, porque podria
dar lugar a malformaciones congénitas, como las cardiopatias congénitas en el

feto,

Otra de las interrogantes fue con respecto a la practica de alguna actividad
fisica. De acuerdo con las respuestas emitidas por los encuestados, se observo
que mas de la mitad de los casos de los estados Anzoategui y Sucre (59,52 y
79,07%, respectivamente) indicaron que no realizaban una actividad fisica,
encontrandose que en el estado Sucre el porcentaje de inactividad o
sedentarismo se eleva en casi un 20,00%, esto sugiere que el sedentarismo es

predominante en los pacientes analizados.

En concordancia con los hallazgos del presente estudio, varios investigaciones
epidemiologicas mostraron asociaciones entre la obesidad, el sindrome
metabdlico y/o diabetes tipo 2, y los eventos de trombosis arteriales (Goldhaber
y cols., 1997; Hansson y cols., 1999; Tsai y cols., 2002; Ageno y cols., 2006;
Ageno y cols., 2008).

Ageno y cols. (2008), en un meta-analisis, encontraron que de los 63 552,00

pacientes estudiados, el riesgo relativo de sufrir enfermedad trombdtica arterial
fue para la obesidad de 2,33 (IC del 95% 1,68 a 3,24), para la diabetes de 1,42
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(IC 95%: 1,12 a 1,77) y para hipertensién de 1,51 (IC 95%: 1,23 a 1,85);
sugiriendo que la obesidad puede conferir un mayor riesgo de padecer algun
evento trombdtico independientemente del sindrome metabdlico, debido a un
elevado peso corporal, el cual puede ocasionar deterioro mecanico del sistema
de valvulas en las venas profundas de las extremidades inferiores, favoreciendo
la estasis venosa. En el mismo meta-analisis se encontré un riesgo mayor no
significativo para el habito de fumar, mientras que Pomp y cols. (2008), en una
gran poblacién de casos y controles, observo que el riesgo relativo de eventos
trombdticos fue de 1,42 (IC del 95 % CI 1,28-1,58) en los fumadores actuales y
de 1,23 (95% IC 1.10-1,37) en los exfumadores, en comparacion con el riesgo

en individuos que nunca habian fumado.

Moreno y cols. (2006) realizaron un estudio en pacientes fumadores con IM
provenientes del Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario Miguel
Servet de Zaragoza-Espafia, constataron que en el 57,80% de los pacientes, el
tabaquismo fue el unico factor de riesgo, mientras que el resto (42,20%),
presentaban uno o mas factores de riesgo coronario asociados al consumo de
tabaco. De éstos el mas frecuente era la dislipidemia en el 33,30%, seguido de
la hipertension arterial en el 26,00% de los casos y la asociacién de los dos
(hipertensién arterial y dislipidemia) en el 22,20 %, y sefalan que el tabaquismo
aumenta el efecto adverso de los otros factores de riesgo de forma sinérgica.

Garcia y cols. (2009) en la muestra analizada en Cuba, reportdé que el 86,00%
de los casos fumaban, y que el 62,00% sufrian de hipertension arterial. Llama la
atencion que aunque la dislipidemia es uno de los factores de riesgo mas
encontrados, en el estudio realizado en la Habana, Cuba, Delfin Ballesteros

sé6lo se informa un 6,00%.
Turnbull (2003), en un meta-analisis de ensayos controlados aleatorios sobre la

presion arterial y la reduccion de colesterol, de igual manera Baigent y cols.

(2005), Doll y cols. (2004), asi como Wannamethee y cols. (2005), en sus
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estudios observacionales sobre el abandono del habito de fumar confirmaron
que estos factores de riesgo juegan un papel causal en la enfermedad arterial,
en parte, a través de la aterogénesis y de una activacion sistémica de la

coagulacion sanguinea y la inflamacién.

Lee y Lip (2003) sefalan que las pruebas disponibles de los ensayos aleatorios
soportan multiples estilos de vida que promueven la reduccidn de peso, dejar de
fumar y el ejercicio de moderado a regular para reducir la reactividad
plaquetaria y la coagulacion, y para promover la fibrindlisis. Los efectos
generales se traducen en un mejor prondstico cardiovascular u otros resultados
clinicos beneficiosos en individuos sanos y aquellos con factores de riesgo
cardiovascular o enfermedad coronaria establecida. Sin embargo, un alto riesgo
residual de episodios isquémicos secundarios, es evidente por los resultados de
los ultimos registros de practica clinica, a pesar de las modificaciones del estilo
de vida, lo que justifica la necesidad de incorporar practicas

farmacoterapeduticas.

Los hallazgos encontrados en el presente estudio son un gran aporte al
conocimiento de la estructura genética de las poblaciones de los estados
Anzoategui y Sucre. Estas son las primeras investigaciones en relacion a la
asociaciéon de los polimorfismos STR y SNP del FXIIl de la coagulacion
sanguinea y la ocurrencia del evento de trombosis arterial. Es necesario
aumentar el numero de casos y analizar otras zonas del pais, considerando los
procesos de estratificacion de mezcla génica, con el fin de dilucidar los

mecanismos involucrados.
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CONCLUSIONES

El alelo 3.2 del STR F13A01, considerado de menor riesgo, en los pacientes de
los estados Anzoategui (20,24%) y Sucre (10,00%), alcanz6 frecuencias

superiores a las observadas en Espafia (3,20%).

Las frecuencias del alelo 7 del polimorfismo F13A01, considerado de mayor
riesgo, en los pacientes de los estados Anzoategui (25,00%) y Sucre (18,75%)
fueron menores a las encontradas en poblaciones espafiolas parentales
(37,10%).

El efecto modulador importante de los alelos 3.2 y 7, no es apreciable debido,
probablemente, al tamano reducido de la muestra, aunado a las elevadas

heterocigosis, que dificulta el analisis en este tipo de investigaciones.

La inexistencia de reportes sobre las frecuencias genotipicas del polimorfismo
F13A01 y la enfermedad trombdtica arterial, impide establecer comparaciones

con otras poblaciones a escala nacional y mundial.

La frecuencia del alelo Leucina34 del polimérfico Val34Leu en pacientes de
Anzoategui (17,86%), es semejante a las encontradas en el sur de Europa

(17,00-18,10%), no obstante en los pacientes sucrenses (12,79%) es menor.

La muestra poblacional analizada se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg.
Las pacientes o casos femeninas presentan valores superiores en todos los
parametros bioquimicos, a excepciéon de las HDL, con diferencias significativas

para CT (0,02<p >0,05) y VLDL (0,02<p >0,05), en relacion a los casos
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masculinos, lo cual hace suponer un mayor riesgo de sufrir patologias
tromboticas, como consecuencia de las dislipidemias, ademas sugiere posibles

fallas en el tratamiento farmacologico.

Las mujeres evaluadas tienen valores mas elevados en los parametros de
riesgo cardiovascular, que favorecen la formaciéon de las placas ateromatosas.
Esto supone para éstas, un mayor riesgo metabdlico y una predisposicion a
sufrir algun tipo de evento trombodtico arterial, principalmente a medida que

avanzan en edad.

En este estudio no hubo asociacion de las variables bioquimicas vy

antropomeétricas con los polimorfismos F13A01 y Val34Leu analizados.

El riesgo por dislipidemias parece ser mas evidente, que la influencia de los

factores genéticos evaluados en esta muestra poblacional.
En el presente estudio no hubo asociacion entre la presencia del polimorfismo

Val34Leu, el numero de repeticiones de tetranucleétido (AAAG) y el evento de

trombosis arterial, en la muestra poblacional analizada.
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RECOMENDACIONES

Incrementar el numero de individuos (casos y controles) con el objetivo de
estudiar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos F13A01 y
Val34Leu para evaluar si se mantienen las mismas tendencias en la poblacion

estudiada.

Aumentar el numero de STRs y SNPs para determinar si presentan asociacion
con los factores ambientales y los niveles de fibrindgenos en las poblaciones

venezolanas.

Evaluar si existe asociacion entre el STR F13A01, los niveles del factor FXIII de
la coagulacioén y la actividad funcional y especifica del mismo y el riesgo de

padecer enfermedades trombdéticas arteriales.

Determinar si existe susceptibilidad genética a las enfermedades
cardiovasculares tomando en cuenta el efecto interactivo entre los
polimorfismos analizados y otros STRs y SNPs ubicados en la regién promotora
y en las zonas codificantes de los genes que codifican para las subunidades Ay

B del FXIII de la coagulacién sanguinea.
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ANEXOS

ANEXO 1

Esquema simplificado de la cascada de la coagulacion expuesta por Macfarlane
y Davis 1964 (tomado de Paramo y cols., 2009).
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ANEXO 2

Fase de iniciacion modelo celular de la coagulacion sanguinea (tomado de
Paramo y cols., 2009).

INICIACION
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ANEXO 3

Fase de amplificacion modelo celular de la cascada de la coagulacion (tomado
de Paramo y cols., 2009).

Plaqueta activada

AMPLIFICACION
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ANEXO 4

Fase de propagacion, modelo celular de la cascada de la coagulacion
sanguinea (tomado de Paramo y cols., 2009).

PROPAGACION
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ANEXO 5

Modelo celular de la coagulacién integrando las vias intrinseca y extrinseca,

Paramo y cols., 2009.
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ANEXO 6

Reaccion de entrecruzamiento catalizada por la actividad del FXIII (tomado de
Ariéns y col., 2002).

o
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Fid
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Gln - protein 1 MH3
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ANEXO 7

Estructura tetramérica y activacion del FXIIl de la cascada de la coagulacién
(tomado de Ariéns y cols., 2002).
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ANEXO 8

Localizacién del polimorfismo F13A01.

Ep25.2

6p24.3
Gp24.1

Gp22.3
Gp22.1

Gp2l.32
Ep2l.2

6pl2.3
Gpl2.1

Bgql2
Gql4.1

fqld.3
6ql6.1

6ql6.3
6g22.1

fq22.31
6g22.33

fq23.2
Gq24.1

6q24.3
Bq25.2

Gq26

ANEXO 9

Estructura del FXIII-A y localizacion de polimorfismos comunes ubicados en la
region codificante del gen F13A (Ariéns y cols., 2002).
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ANEXO 10

Efecto de polimorfismo Val34Leu del FXIIl sobre la estructura reticulada de la
fibrina (tomado de Ariéns y cols., 2002).
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ANEXO 11

Ruptura y trombosis de la placa de ateroma inestable. Adhesion, activacion y

agregacion plaquetaria. Vasoespasmo. Activacion de

la cascada de

la

coagulacion. Formacion del trombo de fibrina. Activacion de la plasmina.

Fibrindlisis (tomado de Aguilar y Garabito, 2008).
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ANEXO 12

Evolucion de la acumulacion de placa en la arteria coronaria (tomado de Aguilar
y Garabito, 2008).

Evolucion de la acumulacion de

placa en la arteria coronaria El color violeta representa
dano y necrosis del

tejido cardiaco
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bloquea el flujo de
Desgarramiento del La grasa y e colesterol sangre y :m'geno

revestimiento arterial se acumulan

hacia el corazon

75



ANEXO 13

Criterios de control en prevencién secundaria de la Cardiopatia Isquémica
(tomado de Aguilar y Garabito, 2008).

Criterios de control en prevencion secundaria de la Cardiopatia Isquémica "

Objetivo de control Precisa Intervencion
Colesterol (mgrs/dl) <200 >230
LDL (mgrs/dl) <100 >130
HDL (mgrs/dl) >40 <35
Triglicéridos (mgrs/dl) <150 >200
Tension Arterial (mgrs/dl) @ <140/90 >140/90
Si  diabetes, o IRC >130/80
<130/80
Consumo de tabaco No Si
HbA1C (%) <7 >8
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ANEXO 14

Mapa del estado Anzoategui.
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Mapa del estado Sucre.
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CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION
(Hoja 1 de 3)
Titulo del Estudio:

“VARIANTES MOLECULARES EN REGIONES PROMOTORAS Y CODIFICANTES DEL
GEN F13A, EN PACIENTES CON TROMBOSIS ARTERIAL NACIDOS EN LOS ESTADOS
ANZOATEGUI Y SUCRE”.

Obijetivos de la investigacion:

Este estudio permitira detectar algunas caracteristicas genéticas (hereditarias) que pudieran estar
promoviendo la formacidn o la persistencia de coagulos (trombos) en las arterias, produciéndose
la enfermedad conocida como trombosis arterial. Gracias a su participacion, a través de la
donacién de una muestra de sangre, estas caracteristicas podran ser detectadas mediante la
comparacion y analisis genéticos con pacientes con trombosis arterial.

Procedimientos:

El estudio tendra una duracién de un afio. Si usted acepta participar necesitaremos:

- De una muestra de sangre (10 cc), la cual se extraera por puncion venosa en uno de sus
antebrazos.

- Tomar su peso, talla y tension arterial.

-Que informe sobre los datos requeridos para llenar una encuesta sobre sus antecedentes
poblacionales, médicos y habitos nutricionales.

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

Con su autorizacion, se procederd a utilizar su muestra de sangre para el analisis genético que
permita determinar las caracteristicas genéticas de una poblacion aparentemente sana, con el fin
de poder comparar estos resultados con los obtenidos del grupo de individuos con la
enfermedad. Los andlisis genéticos seran realizados mediante técnicas de biologia molecular. Se
realizardn también algunos analisis sobre variables de laboratorio como glicemia, triglicéridos y
colesterol total y fraccionado. Los resultados de estos andlisis le seran entregados a usted, para lo
cual podrd contactarnos por los nimeros telefénicos de los responsables del proyecto que se
mencionan al final de este formulario.

Para el andlisis genético se realizara la extraccion del ADN, y para los estudios bioguimicos se
utilizara el suero, los restantes componentes de su sangre seran descartados.

Las muestras de sangre seran almacenadas en Laboratorio de Genética Humana del IVIC bajo la
responsabilidad de la Dra. Dinorah Castro y estaran identificadas con un cddigo Unico y
exclusivo. Solamente los investigadores responsables tendran acceso a una lista que vincule su
nombre con el cddigo de la muestra de sangre. EI ADN extraido para esta investigacion podra
ser conservado para realizar futuros estudios relacionados con este tema, una vez que sean
aprobados por el Comité de Bioética del IVIC.

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION (continuacion)
(Hoja 2 de 3)
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Importancia y beneficios de su participacion:

Gracias a su colaboracién mediante una muestra de sangre, este estudio podra ser utilizado para
conocer las causas o factores de riesgo genéticos relacionados con la Trombosis Arterial. La
aplicacion de los resultados del estudio aportard, a los médicos especialistas, mayores
conocimientos sobre esta enfermedad, lo que permitira establecer tratamientos mas efectivos
para la mejoria y prevencidn en las personas con riesgo.

Los resultados obtenidos con su muestra permitiran, por una parte, establecer datos estadisticos
sobre la prevalencia de las causas de la trombosis arterial en nuestro pais y ademéas podran
contribuir al conocimiento cientifico en general, ya que éstos seran publicados en revistas
cientificas especializadas. Tanto las muestras como los resultados obtenidos en este estudio
serén utilizados Unicamente para fines académicos y/o clinicos, y no podréan ser utilizados para
fines comerciales.

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

Confidencialidad:

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

Derecho a negarse a participar:

La participacion en este estudio es voluntaria. Usted puede negarse a participar en el estudio o
interrumpir su participacion en cualquier momento.

Preguntas:

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

Por favor tome su decisién de participar en este estudio s6lo después de haber examinado
detenidamente el contenido de este formulario.

En caso de gque tenga cualquier pregunta sobre este estudio, por favor contacte al investigador
principal:

Investigador Principal: Centro de Investigacion:

Dinorah Castro Laboratorio de Genética Humana

Telf. 0212 5041087 Centro de Medicinal Experimental

Emai: dcastro@ivic.ve Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC)

Directora: Investigador colaborador- Visitante

Merlyn Vivenes del Laboratorio de Genética Humana (1VVIC)

Telf. 0426 6206569 Docente  del Departamento de  Bioanalisis.

Emai: merlynavivenes@hotmail.com Universidad de Oriente. Nucleo Sucre.
ANEXO 17
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Consentimiento:

Yo, portador(a) de la cédula de identidad he
sido informado(a) de manera amplia, claray sencilla y mis preguntas han sido contestadas en
relaciobn a la investigacion titulada “VARIANTES MOLECULARES EN REGIONES
PROMOTORAS Y CODIFICANTES DEL GEN F13A, EN PACIENTES CON TROMBOSIS
ARTERIAL NACIDOS EN LOS ESTADOS ANZOATEGUI Y SUCRE”, que se llevara a cabo
en forma conjunta entre el Laboratorio de Genética Humana del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVVIC), el Laboratorio de Genética del Departamento de Bioanalisis,
Ntcleo Sucre de la Universidad de Oriente y las Areas de Cardiologia de los Hospitales Luis
Razetti del estado Anzoategui; y Antonio Patricio de Alcala, del estado Sucre, coordinado por
las Dras. Dinorah Castro y Merlyn Vivenes; por lo tanto manifiesto estar de acuerdo en
participar en él, por lo que acepto me sean tomadas las muestras sanguineas necesarias para tal
fin, autorizando que:

1.-Mis muestras sean utilizadas para este estudio.........SI __ NO ___

2.-Mis muestras puedan ser almacenadas, luego de terminado este estudio, para ser utilizadas en
futuras investigaciones relacionadas con este tema, siempre que éstas sean aprobadas por el
Comité de Bioética del IVIC ......... Sl NO

3.- Se me realicen las mediciones de peso, talla y tension arterial.

4.- Que se determinen los valores de glicemia y perfil lipidico.

5.- Se me aplique la encuesta para informar sobre mis antecedentes poblacionales, médicos y
nutricionales.

He recibido una copia de este consentimiento.
Nombre y apellido:

Firma:

Fecha: / /

Firma del investigador
Principal

Testigos:

Nombre y apellido C.l. Firma
1.

2.

ANEXO 18
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HISTORIA POBLACIONAL

Encuestador: ' N° Ficha:
Lugar Evaluacion: Fecha Evaluacién: / /

DATOS PERSONALES:
Nombres y Apellidos:

Sexo: Femenino [] Masculino ] Fecha de Nacimiento: / / Edad:
Lugar de Nacimiento:

De la Madre: Del Padre:

Abuela Materna: Abuelo Materno:

Abuela Paterna: Abuelo Paterno:

Estado Civil: Soltero [] Casado [] Concubinato [] Divorciado [] Viudo []
Direccion Habit.:

Teléfonos:
Nivel de Instruccion: Analfabeta [] Lee y Escribe [
Primaria Completa [J Incompleta [] Estudiando []
Media Completa [ Incompleta []  Estudiando [}

Técnica Media Completa [J  Incompleta [  Estudiando []
Técnica Superior Completa [] Incompleta []  Estudiando [J
Universitaria Completa [ Incompleta [J  Estudiando []
Profesion (Titulo): Ocupacion:
Amade Casa[] Empleado ] Comerciante o Productor [] Obrero Especializado [

Obrero No Especializado [J Trabajo Informal [] Desempleado []

Otros [ : Es Jefe de Familia: Si [J No [

HISTORIA CLIiNICA:
Enfermedad Cardiovascular Isquémica: No [] Si [J] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos ] Familiar [
Accidente Cerebro Vascular: No [] Si [] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar [
Diabetes: No [] Si[] Tipo: Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos (] Familiar [
Hipertension Arterial: No [] Si [] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar []
Hipercolesterolemia: No [J Si [] Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [J Familiar []
Hipertrigliceridemia: No [] Si [] Medicacién:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [J Madre [] Hermanos [] Familiar [J
Hiperinsulinemia: No 7] Si [J Medicacion:

Tiempo: Antecedentes Fam.: Padre [] Madre [] Hermanos [] Familiar O
Anticonceptivos: No [J Si [] Tipo: Terapia de Reemplazo Hormonal: No [J Si[J
N° de Hijos: Abortos: No [ Si [J Cuéntos: Edad ultima menstruacion:

Hormonas: No [J Si [J Estrogeno [J Progesterona [ Testosterona [] Tiroides [ Tiempo:
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Enfermedades Inflamatorias Cronicas, Infecciones Odontolagicas, Intervenciones Quirdrgicas,
Otros:

CONSUMO DE TABACO:

No Fuma [] Ex fumador [J Fumador []

Tipo: Cigarrillo (] Pipa [] Tabaco [] Chimo [J Cantidad al dia: <5 6a10[] >10]
Tiempo fumando: > 5 afios [] <5 afios [] Tiempo sin fumar: >5afios [] <5 afios [

CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS:
Diario 0 Interdiario (] 1-3 veces x Semana [] 1-3vecesxMes[] Ocasional[] Nunca[]
Tipo de bebida que consume con mayor frecuencia: Cerveza [] Ron [] Whisky [  Vino [J

Otras [] : Cantidad:

ACTIVIDAD FiSICA:
Caminar: No [] Si[J Enplano [J Subida [] Tiempo: >1 h [] 30-55 min [J < 30 min ]
Manejo de Carga Pesada: Si [J No [J Deportes: Si [J No [] Tipo:
Frecuencia: Diario [J Semanal [J Esporadico [J Tiempo por sesién de ejercicio:

HABITOS NUTRICIONALES:

Alimentos Frecuencia de Consumo

Diario | Interdiario | 1-3 veces x Semana | 1-3 veces x Mes | Ocasional | Nunca

Leche completa

Leche descremada

Café con leche

Café solo

Came de res

Carne de cerdo

Polio

Pescado

Huevos

Queso Amarillo

Queso Blanco

Mantequilla

Margarina

Mayonesa

Aceite de:

Manteca

Vegetales Cocidos

Ensaladas

Tubérculos

Granos

Frutas

Cereales

Azucar Anadida

Postres

Sal afiadida
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N° Ficha:
Nombres y Apellidos:

DATOS SOCIO-ECONOMICOS:

1. Profesién del Jefe de Familia:
1.1.0J Profesién universitaria, alto comerciante con posicion gerencial, oficial de las FAN.
1.2.J Profesion técnica o medianos comerciantes o productores.
1.3.00 Empleados sin profesién universitaria o técnica media, pequefios comerciantes o productores.
1.4.J Obreros especializados: tractoristas, choferes, albafiiles, etc.
1.5.00 Obreros no especializados: buhoneros, servicio doméstico, jornaleros, barrenderos, etc.

2. Nivel de Instruccion de la Madre:
2.1.00 Ensefianza universitaria o su equivalente.
2.2.[1 Ensefianza secundaria completa o técnica superior.
2.3.[] Ensefianza secundaria incompleta o técnica inferior.
2.4.(7] Ensefianza primaria o alfabeta.
2.5.] Analfabeta.

3. Fuente de Ingresos de la Familia:
3.1.0 Fortuna heredada o adquirida.
3.2.J Ganancias, beneficios, honorarios profesionales.
3.3.J Sueldo mensual.
3.4.[] Salario semanal, por un dia o por tarea a destajo.
3.5.0J Donaciones de origen publico o privado.

4. Calidad de la Vivienda:
4.1.0 Vivienda con éptimas condiciones sanitarias en ambientes de lujo.
4.1.0 Vivienda con éptimas condiciones sanitarias en ambientes, sin lujo, pero espaciosa.
4.3.00 Vivienda con buenas condiciones sanitarias en espacios reducidos.
4.4.17 Vivienda con ambientes espaciosos o reducidos, con deficiencias en condiciones sanitarias.
4.5.[] Rancho o vivienda con una habitacién y condiciones sanitarias inadecuadas.

Clasificacion: 1. 2. 3. 4. Total: Estrato:
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N° Ficha:
Nombres y Apellidos:

DATOS ANTROPOMETRICOS:
1. Peso (Kg):
2. Estatura (cm):

3. Circunferencia de la Cintura (cm):

4. Circunferencia de la Cadera (cm):

EXAMENES DE LABORATORIO:
Hemoglobina:

Hematocrito:

Glébulos Rojos:

Glébulos Blancos:
HCM:

CHCM:

VCM:

Plaquetas:

Glicemia:

Colesterol Total:

Triglicéridos:
Colesterol HDL:

Colesterol LDL:

Colesterol VLDL:

Indices Hematimétricos: Riesgo Cardiaco:

Otros:
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HOJAS DE METADATOS

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

Variantes moleculares en regiones promotoras y codificantes del gen f13al, en
Titulo pacientes con Trombosis Arterial nacidos en los estados Anzoategui y Sucre

Subtitulo

Autor(es)

Apellidos y Nombres Cdédigo CVLAC / e-mail

Pefia Landaeta, Meribeth del CVLAC 18 212 232

Valle e-mail meribacksmiley@hotmail.com

e-mail

Palabras o frases claves:

Factor XI11, polimorfismos F13A01 y Val34Leu.
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subéarea

Escuela de Ciencias. Departamento de Bioanalisis.

Resumen (abstract):

El objetivo general del estudio consistio en analizar las variantes genéticas F13A01 y Val34Leu,
ubicadas en la regién promotora y codificante del gen que expresa la subunidad A del factor XIlII
de la coagulacién sanguinea, en pacientes con trombosis arterial y en un grupo control, nacidos
en los estados Sucre y Anzoategui. Para tal fin, se tomaron muestras de sangre de 85 pacientes,
de ambos sexos (42 del estado Anzoategui y 43 del estado Sucre), con edades comprendidas
entre 32 y 86 afios, que acudieron a la consulta de cardiologia de los Hospitales “Luis Razetti”
de Barcelona, estado Anzoategui y “Antonio Patricio De Alcald” de Cuman4, estado Sucre, y de
un grupo control con caracteristicas semejantes. Se evaluaron las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos F13A01 y Val34Leu del FXIII de la coagulacidn sanguinea.
Ademas, a cada individuo se le determiné el perfil lipidico, glicemia y fibrinégeno (Fg). Las
frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron por contaje directo. Se aplicd la prueba de
relacién de verosimilitud G® para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). Se
compararon los parametros bioquimicos y los niveles de Fg de los individuos evaluados, segun
los genotipos de Val34Leu, aplicando una prueba de t-Students. Los resultados obtenidos
sefialan para el polimorfismo F13A01, que en los casos del estado Anzoategui, prevalecié el
alelo 7 (25,00%) y en los controles el 3.2 (22,45%); mientras que, en los casos del estado Sucre
predominaron los alelos 4, 6 'y 7 (18,75%, c/u), siendo este Gltimo, también el mas frecuente en
los controles de ese estado. Se encontraron diecisiete genotipos del polimorfismo F13A01 en los
casos de Anzoategui, siendo el méas frecuentes el 5/6 (14,29%); sin embargo, en el estado Sucre
se observaron veintiuna combinaciones diferentes, mostrando mayor proporcion la 7/8 (35,00%).
Con respecto al polimorfismo Val34Leu, en el estado Anzoéategui, el alelo Leucina34 se observo
en mayor cantidad de casos (17,86%) que en controles (12,24%). Mientras que en Sucre, fue
menos frecuente en casos (12,79%) en comparacion con los controles (18,27%). El genotipo
homocigoto Leu/Leu, se encontr6 méas frecuentes en los casos (2,38%) que en los controles
(2,04%) anzoatiguenses, no obstante en el estado Sucre estuvo ausente en los casos y elevado en
los controles (7,70%). El grupo de pacientes femeninas Val/Leu presentaron mayores valores de
triglicéridos (193,50 + 105,97 mg/dl), CT (202,80 + 50,75 mg/dl) y LDL-C (147,20 + 60,24
mg/dl). Aungue estas pacientes portaban un alelo Leucina34, considerado en varios estudios
como alelo de proteccidn contra patologias arteriales, la presencia de otros factores de riesgo,
tales como las dislipidemias, pudieron haber tenido una influencia preponderante en el
desencadenamiento del evento trombotico. El tamafio reducido de la muestra, aunado a las
elevadas heterocigosis en F13A01 dificulta el analisis en investigaciones de ésta indole.
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

Apellidos y Nombres ROL / Cddigo CVLAC / e-mail
C A T J
, ROL A S X U U
Merlyn Vivenes
CVLAC
e-mail
e-mail
C A T J
ROL 1 A S u u
Sonia Nusetti
CVLAC
e-mail
e-mail
C A T J
ROL | A S U U
Chelita Hernandez
CVLAC
e-mail
e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:
Ao Mes Dia
Colocar fecha de discusion y aprobacion:
| 2013 | 05 | 17 |

Lenguaje: SPA
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
Tesis-pefiam.doc Aplication/word
Alcance:
Espacial:
Temporal:

Titulo o Grado asociado con el trabajo: Licenciada en Bioanalisis.

Nivel Asociado con el Trabajo: Licenciada.

Area de Estudio: Bioanalisis.

Institucion(es) que garantiza(n) el Titulo o grado: Universidad de Oriente
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO

CUNO9S
Cumand, 04 AGD 20

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N* 696/3009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

[UNIVERSChRuRE-AIA Y6 a usted a los fines consiguientes.
SISTEMA DE BlBL\%TECf\ oo
RECIBIDO POR e

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador General de

Presupuesto,
wmmmmawm,mmﬂamm
4 Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacisn General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telofix: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso- 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del IT Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podrén ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacién”.

7/

Pefia Meribeth T 7

Prof: Merlyn Vivenes
Asesor
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