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1. — INTRODUCCION




Introduccion

“Los grandes conoclmientos engendran Las grandes dudas.
No se puede desatar un nudo sin saber como esta hecho.
Nuwnea se aleanza La verdad total,

nl munea se estd totalmente alejado e ella”

(Aristoteles)

1.1. - SISTEMA HEMOSTATICO

La HEMOSTASIA es el conjunto de procesos que controlan la fiuke la
sangre y la integridad del sistema vascular. Conggreun elevado numero de
reacciones e interacciones entre los componenteguiseeos y la pared de los
vasos (Maruyama ét al, 1998). EISISTEMA HEMOSTATICOes el encargado de
mantener en equilibrio el sistema vascular, detelctdas roturas, deteniendo las
pérdidas de sangre que se pudieran producir, aela que mantiene la
permeabilidad de los vasos y repara el dafio tisylatascular que se haya
generado. Esta formado por cuatro procesos fundafeenlaCOAGULACION y
la ANTICOAGULACION, que controlan la formacion del coagulo, y la
FIBRINOLISIS y la ANTIFIBRINOLISIS que controlan la eliminacién de este
codgulo. Todos estos procesos convergen etrolabing que se encarga de
convertir el fibrinégeno en fibrina, la cual poline para formar el codgulo, de
activar al factor XlIl para estabilizar a la fibain haciendo el coagulo mas
resistente a su disolucion, y de activar las plegupara acelerar la coagulacion.
La trombina también es capaz de activar a la céobiotelial, promoviendo la
liberacion de sustancias que van a intervenir snplmcesos de fibrinolisis y
anticoagulacion.

Cuando un vaso sanguineo se rompe o dafa, se ppmaarcha diferentes
mecanismos hemostéticos que, a efectos didacthoaemos agrupar en cuatro
fases:

1. Contraccion de la pared del vaso.

2. Adhesion y posterior agregacion de las plaquetasaerona del vaso
lesionado.

3. Formacion y consolidacion del coagulo de fibrineoagulacion.

4. Eliminacion del coagulo o fibrinolisis.
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Las dos primeras fases en conjunto formarH&OSTASIA PRIMARIA, en

la que se genera el primer tapon hemostatico v eué interviene Unicamente la
pared del vaso sanguineo, las plaquetas y alguntsinas plasmaticas. La pared
del vaso sanguineo contiene tres capas bien difedas: la intima, media y

adventicia, siendo la intima o mas interna la gqegg un papel fundamental en la
hemostasia primaria, ya que permite que las célalzdpteliales queden en

contacto con la sangre circulante, sintetizandoibgrando sustancias con
actividades pro- y antitrombdticas.

Las dos ultimas fases formanH&EMOSTASIA SECUNDARIA en la que el
objetivo final es la formacion del coagulo de fitariy su posterior disolucion, una
vez controlado el dafio vascular.

El SISTEMA DE LA COAGULACION SANGUINEA (Esmon CT, 2000a;
Mann KG, 1999; Davie EV¢t al 1995) lo forman diversas proteinas, que circulan
en forma de proenzimas y que se van activando argas secuencialmente en
presencia de un cofactor no enzimético, formanda camscada de reacciones
enzimaticas sobre la pared del vaso o la supeffisiwlipidica de plaguetas, cuya
finalidad sera transformar dibrindgeno en fibrina, gracias a la accion de la
trombing la cual polimeriza dando el coagulo de fibrinawe gcontribuye al
taponamiento de la lesién vascular.

La coagulacion sanguinea puede iniciarse mediansevéhs. Lavia de
activacion de la coagulacion intrinsed#igura 1.1), donde la reaccién inicial es la
activacion del factor (F) Xl de la coagulacion straxponerse a superficies
cargadas negativamente. Este FXlla activa a swaMazprecalicreina plasmatica.
La calicreina formada es un potente activador ¥, §enerandose asi un proceso
de retroalimentacién positiva gracias al cual ssmém cantidades considerables de
FXlla, el cual activa al FXI en presencia del cédaqquinindogeno de alto peso
molecular (HMWK). A su vez, el FXla activa al FIEl FIXa junto a su cofactor,
el FVIlla, activa al FX, que junto a su cofacto#a activara al FIl o protrombina
(PT) a trombina (Flla). Estas dos Ultimas reac@omeguieren de la presencia de
iones C4' y fosfolipidos (FL). Finalmente, la trombina tréorsna al fibrin6geno
en fibrina, la cual polimeriza para dar una maildirensional con diferentes tipos
de células atrapadas, tales como eritrocitos, nitwsog plaquetas. Este codgulo es
estabilizado por el FXIII, haciéndolo mas resistemtu disolucion.

La activacion fisiolégica de la coagulacion sangain transcurre
principalmente por lavia extrinseca(Figura 1.1.). En ella, el factor tisular (TF)

-2-



Introducciéon

juega un papel fundamental como iniciador del ppod®lorrissey Jret al 2001).
El TF es una proteina de membrana que estd presenta superficie de

Via
intrinseca —
Calicrein: [ TS
Superficie
Xl HMWK Xlla
Via
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/I—H\/Im
X| Xla
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A ET W G
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FIGURA 1.1. Esquema de las vias de activacion de la coagulacisanguinea.

determinados tipos celulares tales como célulasoteliges, plaquetas y
monocitos, pero no expuesto a la sangre circul&ste tras la exposicion del TF al
torrente circulatorio después de la rotura de woyva tras la activacion plaquetaria
o de monocitos, se activa el FVII, y juntos actighir X de la coagulacion. El resto
de reacciones son comunes para ambas vias. Exastes dos importantes
mecanismos de retroalimentacion positiva. Uno eacltivacion del FIX por el
complejo FVlla-TF. EIl otro, la activacion del FXlop la trombina. Ambos
permiten una rapida generacion de FXa.
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Para evitar que el coadgulo se propague y extieadandnodo incontrolado,
existen toda una serie de mecanismos de controluriRoparte, el requerimiento de
una superficie fosfolipidica cargada negativamepdea que tengan lugar las
reacciones de la coagulacion, ya limita considerabhte su propagacién mas alla
del lugar del dafio vascular, al restringir las ce&aees enzimaticas en dicho lugar.
Otro sistema de control es®ttema de laanticoagulacion sanguineaencargado
de regular la formacién y/o actividad de los enzande la coagulacion, con la
finalidad dltima de limitar la formacion de trombinEsta formado por un conjunto
de inhibidores de proteasas.datitrombina (AT) el cofactor Il de la heparinala
ag-antitripsina ;-AT), el C1-Inhibidor, el inhibidor de la proteina C activada
(PCI), y el sistemale laproteina C (PC)

Otro mecanismo de control es el sistema ditanolisis, el cual se encarga
de la disolucion del codgulo de fibrina una vezaereparado el dafio vascular.
Puesto que la fibrinolisis se activa casi en elnmismomento que se inicia la
coagulacion, también participa en la limitacion dedcimiento del coagulo. La
plasminaes el enzima encargado de la degradacién praceotie la malla de
fibrina por multiples sitios, generando pequefioagrtentos denominados
productos de degradacion de fibrina, solubles agrea(Collen Det al, 1999). La
plasminacircula en sangre en forma de proenzima inactiydasminoégeno, que
sera activado mediante ruptura proteolitica porinesiz activadoras del
plasminégeno, el de tipo tisular (tPA) y la uroqsa (UPA), ademas de la
calicreina plasmatica y la estreptoquinasa.abéfibrinolisis es el sistema que
regula que el coagulo de fibrina no sea lisadosadeelo debido. Actla via los
inhibidores de los activadores del plasminogenadl\P#endo el tipo 1 (PAI-1) el
mas importante y encargado de inhibir al tPA y uBRisten otros PAIs que son
menos efectivos: el PAI-2, presente en sangre geresuembarazadas, y el PAI-3,
idéntico al PCI. También destacamos el inhibidodalé&brinolisis activable por
trombina (TAFI). Otro inhibidor de la fibrinolisies la glicoproteina rica en
histidina, que actua impidiendo la unién del plagigeno a la fibrina, y por tanto
inhibe la generacion de plasmina, wjaantiplasmina, que inhibe directamente a la
plasmina.

En nuestro trabajo nos centraremos en los des@déeenostaticos
asociados con [ABROMBOFILIA, que define la tendencia trombdtica o estado en el
cual hay una mayor probabilidad de sufrir un evértmbético (Carrell RWet al
2004; Mannucci PM& Tripodi A, 1996; Lane DAet al 1996a & 1996b).
Actualmente se considera a la trombosis como ufeareedad multifactorial, en la
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que inciden una suma de factores end6genos quisgoadn al suceso trombético
bajo la influencia de una exposicion a factoresgerds (Simmonds RE Lane
DA, 2001a; Martinelli I, 2001; Franco R#t al 2001; Spek CAet al 2000; Zoller

B et al 1999; Simioni Ret al 1999; Rosendaal F& al 1999; Ferre-Antunes &t
al, 1998; Seligsohn Let al 1997; Rao AKet al 1997). Dicha predisposicion
engloba defectos genéticos o adquiridos que provaa el individuo una
disminucidon a la resistencia hemostatica para etdrse a las alteraciones
normales producto de la edad, dislipemias, diabeteembarazo, el puerperio,
inmovilizaciones, intervenciones quirdrgicas, uscdticonceptivos orales, terapia
hormonal sustitutiva, etc (Estellés &t al 1984 & 1998 & 1999 & 2001;
Santamaria Aet al 2001; Falco Get al 2001; Vaya Aet al 2002b; Sola Eet al,
2008b & 2009). Ademas, esta claramente establémidaociacion entre el déficit
de diversas proteinas que intervienen en el manienio de la hemostasia normal
de un individuo y un mayor riesgo trombdético. Aag deficiencias de AT, PC o
proteina S (PS), asi como las disfibrinogenemiagisplasminogenemias, e
hiperhomocisteinemias se asocian claramente con mayor riesgo de
tromboembolismo venoso (VTE). Pero estas deficenpor si solas no consiguen
explicar mas de un 10-15% de los casos de trombd&Xisteriormente se
describieron dos defectos genéticos, la mutaciéh&iden y la mutacion 20210A
del gen de la PT, que en conjunto pueden expliastahun 30% de las trombosis
venosas. Sin embargo, en conjunto todas estas Hasmsalo explican hasta un
50% de las trombosis, de forma que es posible istezcia de mutaciones o
alteraciones en alguno de los componentes delngsteemostatico todavia
desconocidas, y que sumadas a otras alteracioqes ei solas, nos permitan
explicar el evento trombdtico.

La mutacion FV Leiden (Bertina Bt al 1994; Lane DAet al 1996a &
1996b; De Stefanet al 2002), consiste en una mutacion puntual en eldgeirV
de la coagulacién sanguinea, en el que se prodlcaenbio G/A en posicion 1691.
La mutacién produce el cambio de aminoécido ded@jn en posicion 506. La
inactivacion del FVa ocurre mediante el corte miftieo de los enlaces en
posicién Arg306, Arg506 y Arg679, controlando asvélocidad y extensiéon de la
coagulacion, siendo el corte por Argb06 el queeaaeél corte de las otras dos
argininas. Cuando la Arg506 esta sustituida patcaglutamico, la APC no puede
cortar este enlace y la velocidad de rotura deti@s dos argininas se reduce, de
forma que la inactivacién del FVa es mucho masalenta coagulacion no puede
regularse en este punto, existiendo por tanto,mangor tendencia a la trombosis.
Esta presente en un 1-5% de la poblacion genarafjug la prevalencia de la
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mutacion FV Leiden depende de la poblacion y aesggifica de estudio, siendo
del 3-6% en la poblacion caucasica, y practicamieetastente en las poblaciones
de origen asiatico (Rosendaal FR al 1998). La mutacion FV Leiden esta
presente en un 15-50% de los pacientes con VTEem@tanel riesgo de recurrencia
trombotica (De Stefano ¥t al 2001; Marchiori Aet al 2007), y presenta una gran
variabilidad fenotipica, debido a la interaccionncotros factores de riesgo
trombotico (Vanderbroucke J& al 1994; Koeleman Bt al 1994; Zdller Bet
al, 1995; Tirado ket al 2001; Emmerich &t al 2001; Van Rooden G al 2004;
Medina Pet al 2005). La segunda mutacién mas frecuente es facidn 20210A
en el gen de la PT. Fue descrita por Poort y cotalmoes en 1996. Produce el
cambio G/A en posicién 20210, en el nucleétidoesiminal de la regién 3" no
traducida del mRNA. En presencia del alelo 20210A csea un sitio de
poliadenilacion mas eficiente, dando lugar biemangremento de mRNA (Ceelie
H et al 2004) o bien a una mayor eficiencia de traducpina este mMRNA (Pollak
ES et al 2002) y, en definitiva, a una mayor sintesis gioat (Gehring NHet al
2001; Carter ANet al 2002). Asi, el alelo 20210A estd asociado corelas/
plasmaticos de PT elevados, los cuales inducesteasia a la APC, aumentando
el riesgo de trombosis venosa y arterial (RosenéRadt al 1997; Doggen Cat
al, 1998a), y también esta asociado con una maywgjiicion de la PT, lo que le
confiere una mayor estabilidad (Gelfie€al 2004). La prevalencia de la mutacién
20210A depende de la poblacion y area geogréfiestlalio, siendo del 3% en la
poblacién caucasica del sur de Europa, del 1,7%aewoblacion caucasica del
norte de Europa, y practicamente inexistente epdbtaciones de origen asiatico y
africano (Rosendaal FBt al 1998). El riesgo de recurrencia de VTE espontanea
en los individuos portadores de esta mutacion leggéamente aumentado o es
similar al riesgo de los pacientes sin mutacion $ddano Vet al 2001; Marchiori

A et al 2007).

1.1.1. LA VIA DE LA PROTEINA C: UN MECANISMO NATUR AL DE
ANTICOAGULACION

La via de la proteina C (PC) es un mecanismo Hataranticoagulacién que
inhibe la formacién de trombina mediante la inaatidn proteolitica de los
factores de la coagulacion. FV y FVIII activado¥éFy FVllla respectivamente)
(Esmon CT, 1987a & 1992 & 2003b; Esmon €iTal, 1987b). Asi, tras producirse
el dafio vascular, se activa la coagulacién conadasiguiente formaciéon de
trombina. La PC es un zimdgeno inactivo vitaminddfendiente, precursora de la
serinproteasa proteina C activada (APC). Su adfimaene lugar por accion de la
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trombina. Sin embargo, esta activacion es muy lemtasolucion. Asi, para la
activacion de la PC in vivo, la trombina debe wnies un receptor especifico
situado en la superficie de la célula endotel@lfrombomodulina (TM), y este
complejo activa eficientemente a la PC sobre ladige de la célula endotelial
(Figura 1.1.1). Ademas, la unién de la PC a otaepeor endotelial, el receptor
endotelial de la PC (EPCR), acelera aun mas laamifin de la PC. Una vez
generada, la APC se disocia del EPCR y se unecafaator, la proteina S (PS),
una segunda proteina vitamina K-dependiente l@addizen la circulacién y la
superficie de plaquetas. El complejo APC-PS inhjloe,degradacion proteolitica,
a los cofactores de la coagulacién FVa y FVilldueendo drasticamente la
formacion de trombina. La PS circula en plasmaoemd libre o acomplejada con

Fva/FVilla FVa;/FVilg Activacién del PAR-1.

V QP etvaion paguetaria

B . Secreciénr
Funcién anti- Activacion de integrinas
Fun<:|on inflamatoria Motilidad celular
—_—
Antlcoagulante anti-apoptotica y
neuroprotectora

EPCR EPCR

FIGURA 1.1.1. Esquema del mecanismo de activacion teproteina C.
un componente regulador del sistema del complem@&wb-BP). Solo la forma
libre es capaz de actuar como cofactor de la funaidicoagulante de la APC. A
su vez, la actividad anticoagulante de la APC exgalada por varios inhibidores,
entre los que destacan I&-AT, el inhibidor de la PC (PCI), y la-
macroglobulina. Por otra parte, la trombina unida &M, es facilmente inactivada
por la AT, quedando el complejo trombina:AT rapieésate disociado de la TM.

Una vez activada, la APC puede quedar unida a eepter, el EPCR, y
expresar de esta manera sus funciones citopradsctési, el complejo APC-
EPCR es capaz de activar a otro receptor endotelialeceptor activado por
proteasas tipo 1 (PAR-1), iniciando de esta manes serie de sefializaciones
intracelulares que desembocan en acciones amtiaftaias, antiapoptéticas y
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neuroprotectoras (EspafieeFal 2005; Mosnier LCet al 2007b; Jackson €t al,
2008).

1.1.1.1. EL RECEPTOR ENDOTELIAL DE LA PROTEINA C

El receptor endotelial de la proteina C (EPCR&s CTet al, 1999b;
Esmon CT, 2000b) es una proteina integral de memalda tipo |, que consta de
238 aminodcidos. Tras la eliminacion de 17 resids@®rigina la proteina madura,
formada por 221 aminodacidos. La proteina contieme secuencia sefial de 15
aminoacidos en el extremo N-terminal, un dominidra®elular con 4 sitios
potenciales de N-glicosilacion y 3 residuos Cisteima region transmembrana de
25 aminoacidos en el extremo C-terminal, y una odtaplasmatica corta
compuesta Unicamente por 3 aminodcidos, lo quetipmétente impide su
capacidad de sefializacién. Estructuralmente, espuoieina homdloga de la
superfamilia de proteinas del complejo mayor deb@npatibilidad (MHC) tipo
I/ICD1, lo que sugiere un posible papel modulador laeinflamacion y la
inmunidad.

Se localiza principalmente en la membrana de ladaéndotelial de grandes
vasos y, ademas de la forma unida a la membranBPER es escindido del
endotelio mediante la acciébn de metaloproteasasyadas por mediadores
inflamatorios (IL-B), trombina, peréxido de hidrogeno o acetato destato
forbol. Esta forma soluble de EPCR (SEPCR) caretéaminio transmembrana y
la corta cola citoplasmatica, esta presente edasha, y es capaz de unir PC y
APC con la misma afinidad. La unién de la PC alGEMloquea su activacion al
bloguear la interaccién fosfolipidica y del sitictigso necesario para ello, mientras
gue la union de la APC al sEPCR inhibe su funcidticaagulante. Ademas, el
SEPCR se une a neutrofilos, en un proceso donde esplicados la proteinasa 3y
el complejo CD11b/CD18 o Mac-1, sugiriendo la estisia de un vinculo entre la
via de activacion de la PC y las funciones de s#trdfilos (Kurosawa %t al
2000), que el seEPCR limitaria. Los niveles plastadtide SEPCR en la poblacion
general presentan una distribucion bimodal (Steldmmesawa DJ, 2003). Asi,
entre el 15-20% de la poblacion tiene unos valplasméticos de sEPCR que
varian entre 200 y 800 ng/ml, y el resto tienened por debajo de los 180 ng/ml.
Determinadas patologias o situaciones patoldégicaeatan los niveles de sEPCR,
tales como lupus eritomatoso o sepsis (Kurosavli@9s).

Qu y colaboradores (2007) demostraron que la n@tatieasa ADAM17,
inicialmente identificada como TACE (TNFonverting enzymeregulaba el corte
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proteolitico del EPCR anclado a la membrana, Ipaatio ademas la region para
este corte entre los aminoacidos 192 y 200. Ade&iadM17 promueve el corte
proteolitico de la membrana y liberacion a la dacidon de mdltiples proteinas,
destacando moléculas pro-inflamatorias y de adhe§idNFa, V-CAM-1, L-
Selectina, la proteina precurs@ramiloide, el receptor tipo Il de IL-1, etc) (Qu D
et al 2007; Peiretti Fet al 2009). Recientemente, se ha demostrado que existe
mecanismo implicado en la generacion de sEPCR,iaaegor la generacion de
sitios de corte y empalme de mRNAsplicing alternativos, y responsable de
generar una isoforma truncada de SEPCR (SaposetkaB 2008a; Saposnik Bt

al, 2008b; Molina Eetal, 2008).

La expresion de EPCR es inhibida por lipopolisaicé; IL-18, TNFo y
trombina. Y por otra parte, el EPCR es capaz ddotarse al nucleo, ejerciendo
acciones reguladoras de la respuesta inflamat@rigue regula la expresion génica
de las proteinas implicadas. En esta translocaelbEPCR puede llevar unido
APC (Esmon CT, 2003a & 2008).

Ademas de la funcién anticoagulante dependiente@ezl EPCR tiene una
accion anticoagulante independiente. EI EPCR puadiese al FVII/FVlia,
inhibiendo asi la activacion del FX (Prestond®hl 2006; Ghosh @t al 2007,
Lopez-Sagasetaet al 2007). Por otra parte, la union del FVlla al EP@Bduce
un cambio conformacional en el factor de la coag@iaque facilita su endocitosis
y eliminacién de la circulacion (Ghoshe$al 2007). Tanto la PC como el FVlla
tienen similar afinidad de union por el EPCR, y ambe unen por la misma region
del dominio Gla, de manera que compiten por surual&EPCR (Preston Rat al
2006; Ghosh Set al 2007; Lépez-Sagaseta et al 2007). Sin embargo, la
concentracion fisiolégica de la PC en plasma €80deM mientras que la del FVII
es de 10 nM, por lo que la generacion de APC samimenamente afectada por la
presencia del FVII. Aunque, en ciertos tratamiemtois FVIla recombinante, las
concentraciones farmacolégicas de FVlla alcanzaddsian inhibir parcialmente
la activacién de la proteina C dependiente del ERCR sefalizacion celular
mediada por la APC, aumentando el efecto procoaguiel FVila recombinante
(Ghosh Set al 2007; Lépez-Sagaseta €t al 2007). Ademas, Molina y
colaboradores, demostraron que la isoforma trunacdelasEPCR que habian
identificado, también es capaz de unirse al F\iflaibiendo asi la activacion del
FX y contrarestando el efecto proinflamatorio dEPER via union PC/APC
(Molina Eet al, 2008).
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1.1.1.1.1. Estructura del gen que codifica parael EPCR

El gen del EPCR, también conocido como PROCR, lestlizado en el
cromosoma 20, se expande a lo largo de 8 Kb y astatituido por 4 exones
(Fukudome K & Esmon CT, 1994; Esmon CT & Fukuddfmd995b; Simmonds
RE & Lane DA, 1999; Hayashi &t al 1999). El sitio de inicio de la transcripcion
esta situado 79 pbpstreamdel codon de inicio de la traduccion (Met) y 84 pb
“downstream”de una secuencia reguladora de tipo caja TATAu Aexz, existen
potenciales dianas de unién de los factores dedrpeion AP1, SP1y AP2 en la
regién promotora del gen, dos elementos reguladofesT (posiciones —436 y —
243) y un sitio de reconocimiento pdenhancer binding protein”(posicién —
462). El exdn 1 (138 pb; aminoacidos 1 — 24) codifpara la region 5° no
traducida, el péptido sefial y 7 aminoacidos adadas) el intrén | tiene una
longitud de 2477 pb y contiene una secuencia te@etlu (nt 1230 — 1590); el
exon 2 (252 pb; amino&cidos 24 — 108) codifica parée de la region extracelular
del receptor; el intrén Il tiene una longitud del12pb y contiene un elemento
repetitivo Alu (nt 3417 — 3747); el exon 3 (279 m@minoacidos 108 — 201)
codifica para el resto de la region extraceluldr EleCR; el intron Il tiene una
longitud de 251 pb; y el exdon 4 (659 pb; aminoésiddl — 238) codifica para 10
residuos adicionales de la region extraceluladoshinio transmembrana, la cola
citoplasmatica corta y la mayor parte de la regBdnno traducida. Se han
identificado 2 sitios alternativos de poliadenifacen la region 3” del gen

1.1.1.1.2. Mutaciones descritas en el gen del EPCR

Se ha descrito la existencia de cuatro haplotiposlegen del EPCR, con
diferentes polimorfismos marcadores de haplotipgaptrtes de los cuatro
haplotipos descritos.

El haplotipo 1 (Al), identificado mediante el alelnutado para el
polimorfismo 4678G/C (rs9574) localizado en la é&g8” no traducible del EPCR,
estd asociado con elevados niveles de APC cireujanha disminucion del riesgo
de tromboembolismo venoso (VTE) (Medin&atral 2004 & 2005). El mecanismo
por el cual aumenta los niveles de APC y reducegjo trombatico se desconoce,
aungque se supone que en presencia del alelo mstdestabiliza el mMRNA,
sintetizandose una mayor cantidad de EPCR en labmaema de la célula
endotelial, que produce una mayor activacién deday mayores niveles de APC
circulantes.
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El haplotipo 2 (A2) se corresponde con la secueod@nal que contiene
los alelos mas frecuentes.

El haplotipo 3 (A3), identificado mediante el alefoutado para el
polimorfismo 4600A/G (rs867186), esta localizadeeaxdn 4 del EPCR y genera
el cambio de aminoé&cido de Ser a Gly en posicié E&ta asociado con elevados
niveles de sEPCR circulante, posiblemente debidme en presencia del alelo
4600G se produce un cambio conformacional que atami@nsensibilidad del
ADAML17 por el EPCR en la superficie de la céluldamelial, aumentando el corte
proteolitico de la proteina (Qu & al 2007). Puesto que el SEPCR puede unir con
la misma afinidad FVII/FVlla y PC/APC, (Preston BJal 2006; Ghosh ®t al
2007; Lépez-Sagaseta et al 2007), se podria pensar que el haplotipo A3,
mediante su asociacion con elevados niveles de REp@iiria estar asociado con
un mayor riesgo de VTE. Los resultados de los eiftas estudios son
contradictorios. En sujetos franceses, se ha desaria asociacion entre la
presencia del haplotipo A3 y un aumento del riedgo/TE (Saposnik Bet al
2004). Sin embargo, otros estudios no han sidocespde mostrar una asociacion
entre el haplotipo A3 y el riesgo de VTE, tantoseetos espafioléMedina Pet
al, 2004 & 2005), holandeses (Uitte de WilligeeBal 2004) o estadounidenses
(Pecheniuk NMet al 2008). Ademas, Ireland y colaboradores (2005)cdéraron
en un estudio caso-control de pacientes con infdgomiocardio, que los
individuos portadores del haplotipo A3 tenian unnameriesgo de infarto de
miocardio, excluyendo individuos con diabetes yisime metabdlico.

El haplotipo 4 (A4), identificado mediante el alefoutado para el
polimorfismo 3811G/A localizado en el intron 2 dgen del EPCR, esta
ligeramente asociado a un aumento del riesgo troatbUitte de Willige Set al
2004).

1.1.1.2. EL RECEPTOR ENDOTELIAL DE LA TROMBINA: LA
TROMBOMODULINA

La trombomodulina (TM) es el receptor situado eauperficie de la célula
endotelial especifico de la trombina. Cuando lembima se une a la TM pierde sus
propiedades procoagulantes y se convierte en wnjgoanticoagulante, al activar
eficientemente a la PC. Ello es asi porque diché@nuse realiza por el mismo sitio
por el que la trombina ejerce sus funciones pradeate. La TM pertenece al
grupo de glicoproteinas de membrana tipo |, y stetiza como una proteina de
575 aminoacidos. Tras la eliminacion de 18 amirduii se genera la proteina
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madura, con una masa molecular de 60,3 kd y cortgpyes 557 aminoacidos.
Estructuralmente tiene una organizacion similan alél receptor de LDL. Esta
formada por un dominio globular N-terminal tipotlea (aminoacidos 1 a 154),
seguido de una region hidrofébica (aminoacidosd222), una region homdloga
al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (amindési 223 a 462), compuesta
por 6 dominios consecutivos tipo EGF unidos pornpeg disulfuro, una region
rica en Ser/Thr (aminodcidos 463 a 497) con sii®sinion para modificaciones
post-transcripcionales por N- y O-glicosilaciongsen especial la adicion de
condroin sulfato (CS), un dominio transmembranar(@atidos 498 a 521) y una
corta cola citoplasmatica (aminoacidos 522 a 55&)proteina es homdloga a un
gran namero de proteinas con dominios tipo EGF,ocehFVII, FIX, FX, FXII,
PC, tPA y uPA.

Las funciones especificas para cada uno de estosnids han sido
estudiadas ampliamente. ElI dominio tipo lectinh@®ologo a la estructura de las
selectinas envueltas en la adhesion leucocitagta Eelacionado con funciones
relacionadas con la inmunidad, como el trafico elecdcitos, la activacion del
complemento (Van de Wouwer Bt al 2004b), y la inflamacion, ya que regula la
adhesion de leucocitos, la ruta de las MAPKs wacton del NF¢p (DiDonato J
et al 1996). Ademas, es esencial como receptor de thocénsis para la
internalizacion y degradacién de la trombina encéula endotelial tras la
formacion del complejo trombina-TM, protegiendo kasi paredes de los vasos y
reduciendo la tendencia trombotica (Ghoset &l 2007). También es importante
en la regulacién del crecimiento celular, en egpels tumores, y de la apoptosis.

La region rica en Ser-Thr parece actuar como regispaciadora,
permitiendo la correcta situacion de la trombinareda membrana para la unién a
la TM, facilitando su actividad anticoagulante (ack WW et al 1992). Aunque
no todas las moléculas de TM estan modificadaeb@S, en presencia de CS se
aumenta entre 10 y 20 veces la afinidad de la timanpor la TM, efecto de la
interaccion entre el CS y el dominexosite |l de la trombina. Ademas, la
interaccion entre CS y trombina, modifica la confacion y afinidad de unién de
la trombina, facilitando la unién de AT e inhibidde la PC (PCI), que inactivan a
la trombina, y reducen su vida media en plasma.

La regién con los 6 dominios tipo EGF es la mejaracterizada. Los
dominiosEGF, constituyen el dominio funcional o sitio activo ldeTM. La TM
se une a la trombina formando un complejo de ditsdad (K =~ 0,2 nM),
mediante su dominio de unién aniéneeositel y la region que conforma &op
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C del EGE, el loop interdominio EGk, y losloopsB y C del EGkde la TM.
Esta unién inhibe ademas la interaccion de la timoanbon el fibrinégeno, con las
plaguetas, y con el receptor de proteasas actifR@R)-1 via la regiérexositel

de la trombina. La PC se une al domi&iGF, a través de los residuos Glu357-
Tyr358-GIn359 y Glu374-Gly375-Phe376, y en presenis iones Ca (Petersen
TE et al 1988; Drickamer Ket al 1988). Asimismo, se ha observado que el
residuo Met388 situado en klop interdominio entreEGF, y EGF; es esencial
para la activacion de la proteina C por el complegonbina-TM, ya que su
oxidacion elimina esta activacion (Vasta @Ral 1999; Weiler Het al 2003). Los
dominios EGE son también los dominios responsables de la adbivadel
inhibidor de la fibrinolisis activable por trombiif@AFI) (Crockett-Torabi Eet al
1998), ung3-procarboxipeptidasa plasmatica encargada de eimhiis residuos de
lisina carboxi-terminales de la fibrina, hacientlo@gulo de fibrina mas resistente
a la lisis (Hubbard Aket al 2000; Weiler Het al 2003). Ademas de intervenir en
la activacién de la PC mediada por trombina y emdtivacion del TAFI, los
dominios tipo EGF de la TM son capaces de estimelarcrecimiento de
fibroblastos y células musculares (NawaKal 1994), lo que sugiere un posible
papel en la cicatrizacion de heridas, proliferac@@ular y desarrollo de la
aterosclerosis.

La TM se localiza en la membrana del endotelio Masanayoritariamente,
pero también esta presente en mdltiples tejidoélylas de adultos y durante el
desarrollo, incluyendo astrocitos, keratinocitoélulas mesoteliales, neutréfilos,
monocitos y plaguetas, aunque en pequefias cargidadel endotelio vascular, la
TM se localiza fundamentalmente a lo largo de leroviasculatura, inhibiendo la
actividad procoagulante de la trombina generadacemdiciones basales, y
asegurando unos niveles de APC adecuados. Adenlasnaelécula anclada a la
membrana de la célula endotelial, existe una fosolable de TM circulante en
plasma y orina (sTM), carente del dominio transnamé y citosdlico, como
consecuencia del corte proteolitico y liberacionlaesuperficie endotelial. La
concentracion de esta forma de sTM aumenta enndegios estados y patologias
asociadas a disfuncion endotelial, enfermedadetiovasculares, diabetes, dafio
isquémico, inflamacion, hiperhomocisteinemia, falleenales, dafio pulmonar,
procesos sépticos, vasculitis, enfermedades dégeonb, malaria, etc. Asi, los
niveles de sTM se pueden utilizan como marcadadad® endoteliain vivo. Se
han descrito propiedades protectoras del sisteseula para estos fragmentos de
sTM (Van der Wouwer Met al, 2004).
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1.1.1.2.1. Estructura del gen que codifica para la
trombomodulina

El gen de la TM se localiza en posicién 20pll.Zayece de secuencias
intronicas (Jackman RWt al 1987). En la region promotora proximal y distl s
han identificado diferentes elementos reguladowEstipos y negativos para la
transcripcion del gen de la TM, de gran importampeiea la expresion del gen. Asi,
existe un elemento silenciador (posicion —941 &), Atha caja CAAT (posicion —
110 a -105), cuatro posibles sitios de union parfactor de transcripcion Spl
(posiciones —12 a —123; -140 a —135; -206 a —204269 a —264), una region
sensible al choque térmico (posicién —77 a —473, aaja PyPu (posicién —76 a —
56), y una caja TATA (posicion —26 a —-22). Ademss, ha identificado la
existencia de un elemento silenciador, un elemaat@spuesta &hear stress”y
4 elementos de respuesta al acido retinoico. Solgnta caja CAAT, dos sitios de
unién para Spl (posiciones —206 y —140) y la regith a +20 se han demostrado
funcionales (Le Flem let al 1998).

La TM esta regulada transcripcionalmente de forwsitiva por trombina,
factor de crecimiento vascular endotelial, histamimdibutiri cAMP, &cido
retinoico, teofilina, choque térmico y estatinasdeé/forma negativa por las fuerzas
hemodinamicas y tensién de deformacion en las parddl vaso, hipoxia, LDL
oxidadas, y por el factor de crecimientaransformado. Ademas, las citocinas
liberadas durante la inflamacioén TdE IL-1B, inhiben la expresion de TM en las
células endoteliales a nivel transcripcional y fietscripcional (Van de Wouwer
M et al 2004b).

1.1.1.2.2. Mutaciones descritas en el gen de la
trombomodulina

Mediante el estudio con modelos animales, se deindstrelacion entre
moléculas disfuncionales o deficientes de TM y stad@o protrombético (Kumada
T et al 1988; Gomi Ket al 1990; Healy AMet al 1995 & 1998; Christie PBt al
1999; Isermann Bt al 2001; Weiler Het al 1998 & 2001). Ademas, también se
ha demostrado la asociacion entre TM y arteriogsley con diferentes estudios en
los que se relacionaba inversamente los niveless@®l y enfermedad
aterosclerética, aunque no se aclaraba si eraaelalaccion anti-inflamatoria de
la sSTM, 0 a una mayor expresion de TM en la mend(&eigneur Met al 1993a
& 1995; Blann ADet al 2000; Meter Ket al 1997; Mohri Met al 1997a & 1998;
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Auki Y et al 1994; Tohda Get al 1998; Grinnell BWet al, 1994 & 1996;
Johansson let al 2002), o a su accién reguladora de la formacetaclaca, via
su actividad anti-proliferativa en células muscaesao via inhibicién de la ruta de
las MAPKs-ERK. Asi, es posible que mutaciones egeealde la TM que alteren la
expresion o activacion de la PC predispongan aitevieombotico, ya sea venoso
o arterial. Sin embargo, estas mutaciones son freooientes en la poblacion
general, posiblemente debido a que la pérdida sidulaciones de la TM, con
implicaciones durante la reproduccién o la respuestinfecciones, son letales.
Ademdas, se ha observado una gran variabilidad enfriecuencias de los
polimorfismos del gen de la TM, ya sea entre pobfes dentro de un mismo
grupo, como entre diferentes grupos étnicos, lo lpuealado lugar a resultados
discrepantes respecto a su asociacion con el risgrombosis.

En la tabla 1.1.1.2.2. se resumen las mutaciometdiiitadas a lo largo de la
secuencia codificante del gen de la TM. Asi, cabstatar el polimorfismo
identificado en el dominio tipo lectina y que produel cambio de aminoéacido
A43T, asociado con un aumento del riesgo de infdetaniocardio(Li YH et al
2002; Doggen Ct al 1998b; Norlund Let al 1997a & 1999). El polimorfismo
localizado en el interdominio EGEGF;, que produce el cambio de amino&cido
Arg385Ser, reduce drasticamente la funcién antigleage de la TM (Kunz &t
al, 2002; Glaser CBet al 1992; Clarke JHet al 1992). Otro polimorfismo
ampliamente estudiado, y el primero descrito por der Velden y colaboradores
en 1991, es el C1418T, localizado en el dominio £Gtiguo al dominio de
unién de trombina y responsable de la activaciéfadeC. Produce el cambio de
aminodcido Ala455Val. Aunque se le supone un pegggilador de la activacion
de PC, su asociacién con el VTE (van der VeldenePAl 1991, Ohlin A &
Marlar R, 1995; Thude Hdt al 2002; Faioni EMet al 2002; Aleksic Net al 2002;
Chao THet al 2004) o el infarto de miocardio (Norlundet al 1997a; Ireland H
et al, 1997; Wu KKet al 2001) es contradictoria, sugiriendo una impoiitanc
reducida o restringida a un area geografica paati¢®hlin A et al 1997; Medina
P et al 2001; Nakazawa fet al 1999). Nakabayashi y colaboradores (1999)
demostraron que tanto el alelo A455 como V455 squivalentes, con una
molécula de TM que presenta la misma actividad coofactor en la activacién de
la PC. Otro polimorfismo a destacar es la deleci®rlO pb en posicién 791-801,
correspondiente a la Arg264 en el dominio EGitie induce la aparicion de un
codonde parada de la traduccion del gen de la TM eitipos306, causando la
pérdida total de funcionalidad de la TM. Kunz yatmradores, (2002) observaron
una reduccion en los niveles de sTM alrededor @#,5asi como la reduccion en
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la expresion de TM en estudios con heterocigatositro. Los polimorfismos
Arg385Ser, Pro477Ser, Pro483Leu reducen la exprggmactividad celular de la
TM.

TABLA 1.1.1.2.2. PRINCIPALES MUTACIONES DESCRITAS EN LA SECUENCIA
CODIFICANTE DEL GEN DE LA TROMBOMODULINA.

POLIMORFISMO

(CAMBIO AA ) LOCALIZACION FENOTIPO ASOCIADO

Infarto de miocardio, VTE,

-33G/A Promotor complicaciones durante el embarazo.
Reduccion actividad del promotor.

127G/A (A25T) Dominio Lectina Infarto de miocardio

396G/C (G61A) Dominio Lectina VTE

644G/C (P144A) | Dominio Lectina ?
Trombosis venosa sinusoidal.

Dse_ll_g%]é_ggl Interdominio EGF4., | Produce un codon de parada y pérdida

( ) total de funcionalidad.

1252G/A (E346E) | Dominio EGF ?

1208G/A (R385K) | Interdominio EGF,5 | Infarto de miocardio
VTE, infarto de miocardio
1209G/T (R385S) | Interdominio EGF45 | Reduccion expresion y actividad como
cofactor de la activacién de la PC.
Reduccion expresion y actividad como
E405P Interdominio EGF,.5 | cofactor de la activacién de la PC, y del
TAFI.
. Infarto de miocardio.
1418C/T (A455V) | Interdominio EGFs Asociacion con los niveles de sTM.
1456G/T (D468Y) | Dominio Ser/Thr VTE, infarto de miocardio
. Reduccion expresion y actividad como
1483C/T (P477S) | Dominio Ser/Thr cofactor de la activacién de la PC.
VTE y complicaciones durante el
Dominio embarazo.
transmembrana Reduccion expresion y actividad como
cofactor de la activacion de la PC.
Infarto de miocardio.
Error en la pauta de lectura que altera
el tamafio de la proteina (+61 aa), y
reduce la expresion.

1502C/T (P483L)

1689 ins T (A546) | Cola citoplasmaética

Sin embargo, los resultados son contradictoriosniguna de estas
variaciones geneéticas esta claramente asociadel 86rE. Asi, diferentes estudios
ampliaron la basqueda de variaciones genéticas @enede la TM a las regiones
promotoras proximal y distal, y la region 3'UTR. Bsgta forma, cabe destacar el
polimorfismo —33G/A, contiguo a la caja TATA, asmdd con una menor
expresion génica y con un mayor riesgo de enfertheckrdiovascular, y
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especialmente en poblacion asiética (Irelanet ldl 1997; Le Flem Let al 1998;

Li YH et al 2000 & 2001 & 2002: Ohlin Aet al 2004). Park y colaboradores
(2002) han descrito, en poblacién coreana, un ddd®o de union entre los
polimorfismos —33G/A, 1418C/T y 1922C/T%*£p,972 —33G/Avs 1418C/T;
r’=0,941 —33G/Avs 1922C/T). Mientras que Sugiyama y colaborador@&p
describieron, en poblacion china, un desequili® unién entre —33G/A y
2005G/A en la regién 3'UTR%0,8), que podria explicar la disminucién en la
actividad del promotor de TM debido a que induairiacambio conformacional en
la region 3"UTR que alteraria la estabilidad deNAR

Diferentes estudios han definido los haplotipos mM@&tuentes en su
poblacion de estudio, segun las diferentes comiginas obtenidas para los
polimorfismos que estudiaban, y mediante el empie@rogramas informaticos
especificos (Heit JAet al 2005a; Kubisz Ret al 2005; Auro Ket al 2006;
Sugiyama Set al 2006; Olivot JMet al 2008). En todos ellos se incluia el
polimorfismo 1418C/T o 2729A/C.

1.1.1.3. COMPONENTES DE LA MEMBRANA CELULAR:
GLICOLIPIDOS.

La membrana celular juega un papel fundamental an diferentes
reacciones que ocurren durante la coagulacion faemuya sea a través de los
receptores para las diferentes proteinas de lautzmagn anclados a la misma, o
bien a través de la accién de sus componentes ssbpeoteinas que componen el
sistema hemostatico, destacando fosfolipidos, dfpig glicolipidos. Para estos
altimos, su relacion con la hemostasia no ha sidtudeada hasta muy
recientemente. A partir de estudims vitro se ha identificado la accion pro- o
anticoagulante de los mismos (Griffin &tal 2001; Chatterjee &t al 1998; Ye J
et al 1994; Bourin MCet al 1993). Destacan con una accién procoagulante:
triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (\\LYDLDL) (Vaya A et al 2002a
& 2007), y con una accion anticoagulante: fosfetdnolaminas (PE) (Klein 8t
al, 2001), cardiolipinas (Deguchi Bt al 2000), colesterol (Pecheniuk Ni&t al
2005), lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Degtitht al 2008; Mineo Cet al,
2006; Griffin JHet al, 1999), lipoproteina A (Falco & al 1998 & 2001; Estellés
A et al 1999; Ishibashi 8t al 2001; Zorio Eet al, 2006a), los glicolipidos neutros
glucosilceramida (GlcCer), globotriosilceramida b3Ger (Deguchi Het al 2001
& 2002 & 2004; Yegneswarane al 2003) y esfingosina (Sph) (Degucheitial
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2004 & 2008; Kohyama-Koganeya @t al 2004). El mecanismo por el cual
ejercen sus actividades pro- o anticoagulantedtaedesconocido. Se ha descrito
gue la fosfatidilserina mejora la activacion dePla via el complejo FXa/FVa, o
gue la lipoproteina plasmatica VLDL promueve laivadad del complejo
protrombinasa, al contrario que HDL, que mejoradtvidad anticoagulante de la
PS via APC (Griffin JHet al 1999; Bradley WAet al 1988; Moyer MPet al
1998; Xu Net al 1998). El balance entre ellos favorece un aumermisminucion
en la generacion de trombina, contribuyendo a umeato o disminucion del
riesgo de trombosis venosa o arterial.

Nosotros hemos centrado nuestro estudio en @dgolipidos o
glucoesfingolipidos (GSLs)Constituyen un importante componente de la merabran
celular. Estan constituidos por una porcién hidsifd compuesta por Sph, que queda
embebida en la membrana y le confiere rigidezrgy mbrcion hidrofilica formada por
cadenas de azlcares, que quedan expuestas al medicelular a modo de
receptores de superficie celular, y le confieredpecificidad para interaccionar con
anticuerpos, hormonas, toxinas bacterianas o pesteie la cubierta viral (Brown DA
et al 2000). Su biosintesis se da a partir de la ac#iit de la Sph por un &cido graso
dando la ceramida, a la que posteriormente se @itiEdele simples monohexosas a
cadenas complejas de multiples azlcares dandoifeaentes GSLs. Ademas, los
GSLs forman, unidos a lipoproteinas, microdomimiesmembrana resistentes a la
accion de detergentedigid rafts” o DRM), con implicaciones en la sefializacion y
transporte de lipidos y proteinas en la ruta deetwsis (Brown DAet al 2000;
Mattjus Pet al 2002; Hein LKet al 2008).

Se clasifican en 3 subclases segun los residucseqaf@aden a la ceramida:
1. NEUTROSformados por ceramida y al menos un residuo dsaazl

2. GANGLIOSIDOSque contienen ceramida, azlcares y acido sidlico y
acido N-glicolilneuraminico.

3. SULFATIDAS que contienen ceramida, azucares y sulfatos.

También atienden a la clasificacion segun su e@staicentral en:

1. LACTOSERIES R-GIcNAB1
2. GLOBOSERIES R-Gall
3. GANGLIOSIDOS R-GalNAB1

Su catabolismo ocurre via la accion de glicohidada lisosomales.
Alteraciones en su catabolismo produce la acuntlade GSLs. Estas alteraciones
metabdlicas o glicoesfingolipidosis, son generatmarsultado de la aparicién de
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mutaciones en los genes que codifican para lagedits glicohidrolasas. La
enfermedad mas prevalente relacionada con el ntistabode los GSLs es la
ENFERMEDAD DE GAUCHER debida a una deficiencia de la enzifia
glucocerebrosidasa o GBA, que provoca la acumuldisiésomal de GlcCer, afecta a
higado, bazo y médula, y provoca anemia y tromigoeitia (tipo 1 asociada con una
deficiencia parcial del enzima), o complicacionesigel neuronal (tipo 2 y 3
asociadas con deficiencias severas) (GermaietP 2004). También se ha descrito
la ENFERMEDAD DE FARBERdebida a la ausencia de actividad ceramidasa, que
produce la acumulacion lisosomal de ceramida, gtaférganos neuronales y
viscerales, o IaENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK debida a la ausencia de
esfingomielinasa acida, que causa neuropatias gtenue

Los GSLs estan implicados en la regulacion de glifiers procesos celulares
fundamentales, como la diferenciacion, proliferaci@elular y apoptosis.
Intervienen ademas en la migracion, morfogénesteracciones célula-célula y
célula-matriz, en la transduccion de sefiales, piate idnico y adhesion celular, o
en el correcto funcionamiento del sistema nerviosnotral y la formacién de
mielina. Ademas, se ha visto que tienen funciomesypanticoagulantes, gracias a
su capacidad de regular la generacion de tromhioagulacion sanguinea vy
trombosis (Yamashita &t al 2002; Sillence D&t al 2002; Uchida Yet al 2002;
Boldin SA et al 2000; Deigner HRet al 2001; Yamashita €t al 1999; Futerman
AH et al 1999; Furuya ®t al 1998; Hirabayashi ¥t al 1997).

Con acciones pro- 0 anticoagulantes destaesfingosinao esfingolipido
intermediario entre ceramida y esfingosina-1-fasf§61P), y sus anélagos
(dimetil-Sph, trimetil-Sph y fito-Sph), que inhibda generacion de trombina
mediante los grupos amino de su cadena alifatioa,sg@ unen al dominio Gla del
FX, de forma independiente a la presencia d&, Gahibiendo la actividad del
complejo protrombinasa, al impedir la unién del BXal FVa, y por tanto el paso
de PT a trombina. Ademas, el dominio Gla del faét¥res importante para su
activacion por el FVlla a partir de la via extricsale la coagulacién, quedando
también inhibido. Este mecanismo de regulacion tnegaaparece durante los
procesos de inflamacidén asociados con mecanismapaletosis y proliferacion
celular, ya que durante la apoptosis la S1P esllidda, aumentando los niveles
de Sph, inhibiéndose asi la generacion de trompofiaminuyendo la inflamacion
generada durante la apoptosis. Aunque en casadldmacion generalizada, las
citoguinas estimulan el paso de ceramida a S1Rjmliyendo los niveles de Sph,
permitiéndose la generacién de trombina que aldicaagulacion y produccién de
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factor tisular para generar mas trombina. Asi, §1Bombina deben actuar
sinergisticamente estimulando los procesos promaflarios y coagulantes. La
interconversion de estos GSLs modula sus activilage uno u otro sentido,
modificando su capacidad de regular la generacédtiaimbina. (Deguchi Ht al
2004). Y losglicolipidos neutros que circulan en sangre asociados con las
lipoproteinas plasmaticas: LDL, VLDL y HDL, e ingken: GlcCer, Gb3Cer,
lactosilceramida y Gb4Cer. (Deguchidtial, 2001 & 2002).

La glucosilceramida (GlcCer) es la forma precursora de mas de 300
glicolipidos. Es un glicolipido neutro derivado ldeceramida y que pertenece al
grupo de los cerebrosidos, constituidos por un g@ramino alcohol alifatico
insoluble en agua, la ceramida, al que se unerameaente residuos de azlucares
(D-GIc) mediante enlaceBl-Glc. Constituye un componente importante de la
doble capa lipidica de la membrana celular, y giadi activamente como
biorregulador en una gran variedad de procesosisgmate y sefializacion
intracelular, interviniendo en el metabolismo |mo®l y existiendo una
integracion entre el metabolismo de GSLs y colek{®erry RJet al 2005; Fuller
M et al 2008; Pagano R, 2003; Sillence BXJal 2002; Garner Bt al 2002),
desarrollo y diferenciacion celular, apoptosis pesuivencia celular. (Kohyama-
Koganeya Aet al 2004; Grazide 8t al 2004; Oku Het al 2007). La GlcCer esta
presente en plasma a concentraciones entre 2ig/t2.

1.1.1.3.1. El glicolipido neutro glucosilceramida yla
coagulacién

Aunque existen pocos estudios, se ha descrito gpaiagion entre el
glicolipido neutro GlcCer y la funcién anticoagutande la proteina C. Asi,
mediante estudios con proteinas purificadas senabsgie tanto la GlcCer como
su analogo estructural, la Gb3Cer, incorporadasséculas con fosfatidilserina y
fosfatidilcolina, aceleran la union de la APC a tesiduos Arg306, Arg506 y
Arg679 del FVa, ademas de estimular la union d@Sa los residuos 493-506 del
FVa. De esta forma acelera la inactivacion del pyiala APC, al mismo tiempo, y
puesto que el FVa presenta competencia de unidlogonismos residuos para PS
y FX, disminuye la actividad protectora del FX poroteger al FVa de la
inactivacion por el APC (Deguchi &t al 2001 & 2002 & 2004; Yegneswarare
al, 2003). Ademas, en un estudio caso-control corepses con historia de VTE se
observo que los niveles plasmaticos de GlcCer miemores en los individuos que
habian sufrido un VTE. Todo ello sugeria que laG@lcplasmatica podia actuar
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como cofactor anticoagulante del complejo APC:RSfodma que deficiencias de
GlcCer podrian ser un riesgo de VTE (Deguchgttdl 2001 & 2002).

En un estudio previo realizado por nuestro grupanilieron los niveles de
APC y GlcCer en 106 pacientes (56 mujeres y 50 hes)lzon historia de VTE,
sin tratamientos con anticoagulantes orales niep@a de defectos trombofilicos
conocidos, y 106 controles, observando que lodtaels apoyaban la hipétesis
descrita por los anteriores autores. Ademas, senabsjue tanto deficiencias de
APC como de GlcCer por separado aumentaban elbri@sgAPC, pero que una
deficiencia simultdnea de APC y GlcCer elevabaraés dicho riesgo, sugiriendo
un efecto de asociacion entre ambos parametrosifgdget al 2003). A partir de
este estudio previo y en el grupo de pacientes/ddny bajos niveles de GlcCer,
se encontré que en algunas familias varios de sermlnos tenian deficiencias de
GlcCer. Puesto que la GlcCer se sintetiza a paetila ceramida por accién de la
glucosilceramida sintasa, planteamos la hipotasesnutaciones funcionales en el
gen que codifica para esta enzima podrian caugsaraguccion en la sintesis de
GlcCer, y con ello, niveles plasmaticos reducideszitCer, aumentando el riesgo
de VTE y explicando el caracter hereditario de dsfeciencia.

1.1.1.3.2. Estructura del gen que codifica para la
glucosilceramida sintasa

La UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa (UGCGambién:
glucosilceramida sintasa (GCS); ceramida glucesififerasa; GlcT-1; UDP-
glucosa:ceramid@1-1" glucosiltransferasa; o UDP-glucosa:N-acilegisina D-
glucosiltransferasa (EC 2.4.1.80) es la enzimaeclpara la regulacion de los
niveles intracelulares de ceramida y biosintesisreigto de GSLs. Cataliza la
transferencia de un residuo de glucosa, procedeéatda UDP-glucosa, a la
ceramida, procedente del reticulo endoplasmicodaldan GlcCer (Yamashita &t
al, 2002; Ichikawa St al 1998a; Komori Het al, 2000). Es una proteina integral
de membrana tipo Ill, compuesta por 394 aminocios,una masa molecular de
38 kd (Watanabe Ret al 1998). Estructuralmente consta de un dominio o
secuencia sefial de anclaje y una larga cola c#tiojda cerca del extremo N-
terminal, que interacciona con el substrato, yagregiones hidrofébicas cerca del
extremo C-terminal, que interaccionan con la memdbreelular. La estructura de
esta proteina es diferente al resto de glucosiiteaasas implicadas en la
biosintesis de GSLs, indicando una localizacidoptitsmatica, y no en el espacio
luminal del aparato de Golgi donde se localizamsto. Asi, una vez sintetizada, la
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GlcCer tendra que ser translocada al espacio lum@aparato de Golgi donde es
glicosilada, dando las diferentes familias de GSLs.

El gen de la UGCG (GenelD:7357) consta de 9 exgr&mtrones, se halla
localizado en la region 9931, su tamafio es del3® ksta formado por 1185
nucleotidos. La region promotora carece de cajaATA CAAT, y es rica en
secuencias GC. Contiene sitios de union para lo®rizs de transcripcion Spl,
indicador de genes de expresion constitutiva, ANR;xp, AP-2 y GATA-1
(Ichikawa Set al 1996 & 1997 & 1998; Watanabed® al 1998).Ademas, es un
gen altamente conservado, existiendo homologiase ezt gen de la UGCG
humano y 11 especies diferentes.

Puesto que es una enzima clave en la biosinteskSts, se ha estudiado y
comprobado la regulacién de la expresidn y activigazimatica para este enzima
en respuesta a estrés y muerte celular, diferédoiazelular, tratamientos con
farmacos, etc. Ademas, la UGCG esta implicada eredalacion del contenido
celular de ceramida, sobre todo en situacionecdm@o (Uchida Yet al 2002;
Komori H et al 1999 & 2000). Y al contrario, también se ha déscuna
activacion de la expresion y actividad de UGCG,o0y fanto de la sintesis de
GlcCer, mediada por ceramida. Esta regulacion sedugiria a nivel
transcripcional mediante la union en la regibn mwra de factores de
transcripciébn especificos. También se ha descritta uegulacién post-
transcripcional mediada por ceramida en presereigabheximida (Komori Het
al, 1999). Recientemente, se ha descrito que laipeotatosdlica c-Fos activa la
expresion de UGCG, estimulando asi la sintesis &.sGEs una accion
independiente de su actividad como factor de trigwén tipo AP-1, via
asociacion con el reticulo endoplasmico, y graaias capacidad de activacion de
proteinas clave en la sintesis de membnamava (Crespo PMet al 2008).

La UGCG es una enzima con cierta relevancia clinteato por su
implicacién en patologias relacionadas con el nodisgho de GSLs, como por su
implicacién en la resistencia a tratamientos corm&tos anti-tumorales y
regulacion de la apoptosis inducida por cerami@hatterjee St al 1996; Lee L
et al 1999; Jimbo Met al 2000; Gonazé-Anderson &t al 2004 & 2007) y por
ello la importancia del desarrollo de farmacos ighéan la UGCG.
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1.1.1.3.3. Mutaciones descritas en el gen de la
glucosilceramida sintasa

Existen 287 polimorfismos descritos para el genaddd GCG en humanos
(informacién obtenida de la péagina del National t€enfor Biotechnology
Information (NCBI) Single Nucleotide Polymorphis®NP). En la tabla 1.1.1.3.3.
se resumen las principales caracteristicas.

TABLA 1.1.1.3.3. LISTADO DE POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS EN EL GEN DE LA
UGCG

N° DE

LOCALIZACION CASOS MUTACION
PROMOTOR 17
region 5 UTR+ EXON 1 1
(mRNA posicion 21) rs7871397 A/C/ G
INTRON 1 122
INTRON 2 70
EXON 3 1
(mRNA posicion 539) rs36015756 A/ G ; Val83Vval
INTRON 3 12
EXON 4 1
(mRNA posicién 638) rs1134931 C /T ; Glyl116Gly
INTRON 4 4
EXON 5 1
(mRNA posicidon 749) rs17853855 A/ G; Thr153Thr
INTRON 5 26
EXON 6 1
(mRNA posicion 1015) rs62570269 T/ C; Ala242Val
INTRON 6 8
INTRON 7 10
EXON 8
(mRNA posicion 1151) 2 rs7850023 A/ G; Thr287Thr
(mRNA posicion 1303) rs71797735 - / gran delecion;frameshift
INTRON 8 5
EXON 9 +regién 3" UTR
(mRNA posicion 1630) 2 rs72379562 -/ A
(mRNA posicion 1634) rs71742290 - / AA
3" downstream 4

(Ultima actualizacion realizada en Septiembre dz9p0
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1.2.- OTRAS FUNCIONES DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE LA

PROTEINA C

Diversos estudios han evidenciado la existenciéagmmoléculas de APC,
TM y EPCR de diferentes dominios a nivel estrudturegulador y funcional,
implicados en diferentes funciones bioldgicas, cden@oagulacion, fibrinolisis,
inflamacién, apoptosis y neuroproteccion. Estagtas” funciones del sistema de
la proteina C se estan demostrando que puedemtegIcialmente importantes en
el desarrollo de nuevas estrategias diagnosticesapéuticas en enfermedades
tales como la sepsis grave, enfermedad inflamatotéstinal, ictus isquémico,
dafio pulmonar, pancreatitis, o terapia contra etea

1.2.1. ACCIONES ANTIINFLAMATORIAS

En condiciones normales, el endotelio esta protegiddiante el bloqueo de
la formacion de trombina y mediante la generaciémideles adecuados de APC
para proteger la vasculatura de procesos inflameatorprocoagulantes y

Infecexin
viral, fiingica,
bacteriana,
parasitaria o .
i Supresidén

= fibrinolisis

= —  —
RESPUESTA RESPUESTA © RESPUESTA
INFLAMAT ORIA A TROMBOTICA A FIBRINOLITICA A
INFECCION INFECCION INFECCION

FIGURA 1.2.1.1. Esquema de la accién antiinflamatoa del APC (Modificado de
Bernard G et al, 2001b).
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proapoptoéticos. Sin embargo, en situaciones de defidar y/o inflamacion, el
sistema hemostatico se desplaza a favor de la tsimffFigura 1.2.1.1).

Tras el dafo endotelial, se libera TdN¥ otras citocinas pro-inflamatorias
(Grey STet al 1994), que mediado por el factor nuclepr(klF-«p), inhiben la
expresion de EPCR y TM en la superficie celulagnbvia transcripcional o
mediante mecanismos de endocitosis, generandosmemar cantidad de APC, y
permitiendo que la trombina ejerza sus actividagescoagulantes y pro-
inflamatorias, mediadas por plaquetas, monociibsinbgeno o la propia célula
endotelial. Ademas, se favorece la unién de letm®cselectinas, y moléculas de
adhesion V-CAM e I-CAM, al eliminarse el bloqueodizo por PC/APC y TM
(Grinnell BWet al 1994; Esmon CT & Fukudome K, 1995a; Joycedd&l 2001;
Weiler Het al 2004) (Figura 1.2.1.2).

PS5 Flagueta v 5 %

IIa

PC 1 _
9004

Maonocito

il

-

" P:Belecting

Elastasas
y oxidantes

FIGURA 1.2.1.2. Esquema de las diferentes moléculamplicadas en la inflamacién
(Modificado de Esmon CT & Fukudome, 1995

Por otra parte, los leucocitos migran al sitio doséd ha originado el dafio
celular, oxidando el residuo Met388 de la TM, comlie se impide la unién de PC
y por tanto la activacion de APC, favoreciendodarfacion del coagulo local, y
activa la escision de TM de la membrana, con loayueentan los niveles de sTM
en plasma. Al disminuir la TM anclada a la membratisminuyen los dominios
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lectina, activandose la via de las MAPKSs, favomddela adhesion y migracion de
moléculas y la extravasacion de leucocitos a sitoa dafio endotelial, y
desaparece la proteccién anti-apoptoética. De lammisnanera, aumentan los
niveles de sePCR, disminuyendo la capacidad deragine de APC. De forma
que se genera un circulo vicioso que promueve femacion, disfuncion
endotelial y destruccién del tejido. Los tejidoyaakentes no afectados seréan los
encargados de revertir la situacion. Asi, se preducaumento de la expresion de
TM inducida por el estrés y aumento de la tempesatgue produce un aumento
local de la generacién de APC, con la consecuentti®icion de las actividades
procoagulantes, proinflamatorias y antifibrinobiscde la trombina. La APC inhibe
al PAI-1, aumentando la fibrinolisis. Y ademas, fiegmentos de SEPCR y sTM
generados reducen la inflamacién, promueven meutasisde supervivencia y
proliferacion celular, e intervienen en las intefaces entre leucocitos activados-
célula endotelial (Van de Wouwer &t al 2004a).

Hay evidencias clinicas de que el sistema de lae&@ envuelto en los
procesos inflamatorios. Asi, en la fase aguda dmfermedad denominada fiebre
Mediterranea, en donde la microvasculatura estdiamgnte inflamada, hay una
activacion generalizada del sistema de la PC,teexld en un consumo de PC y su
principal inhibidor plasmatico, el PCI, con la cigusente aparicion de complejos
APC:PCI (Vicente Vet al 1991), sugiriendo que esta via esta envueltaaen |
interaccion entre la coagulacion y la inflamacigndemostrando la utilidad de
estudiar el sistema de la PC en situaciones ciindi@ande estan presentes procesos
inflamatorios tales como la vasculitis (Alcarazpal 1995).

Estudios en animales de experimentacion tambiéerigurgque el sistema de
la PC puede actuar como un mecanismo reguladoosdprbcesos inflamatorios.
Asi, diversos experimentos en animales mediantsiidh de APC indicaban que el
sistema de la PC podria estar envuelto en la reigulae la respuesta inflamatoria.
La infusibn de APC en babuinos demostré que el ABducia la mortalidad
inducida porE. coli (Taylor F.B.Jret al 1987). En otros experimentos, la
administraciéon a babuinos de dosis subletales decdl. y anticuerpos
monoclonales bloquean la interaccion PC:EPCR. Hman experimentaba
coagulacion intravascular diseminada, infiltracd® leucocitos, fallo organico y
muerte (Taylor, F.B.Jet al 2000). Estos datos sugieren que un sistema BE la
efectivo es esencial para la defensa del huéspatkfa la sepsis. A este respecto,
se ha visto que la APC puede reducir directamemtprdéduccion de citocinas
proinflamatorias asi como la expresiéon de facteuléir en diversos modelos
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(White B et al 2000; Esmon CT, 2002; ChengeT al 2003). Asi, el complejo
EPCR:APC puede translocarse al nucleo del mongcitedular la expresion de
determinados genes inflamatorios, modulando lauesgp proinflamatoria.

La TM puede ejercer funciones antiinfamatorias\ermios niveles, algunas
de ellas independientes de la via de la PC (Weilet al 2003). Por ejemplo,
formas de TM recombinante protegen al animal en alosd de coagulacion
intravascular diseminada o dafio pulmonar inducigos TF o endotoxinas. El
EPCR también puede exhibir funciones antiinflamasolindependientes de la
APC. Asi, el SEPCR es capaz de unirse y activas aéutrofilos (Kurosawa &
al, 2000) y esta interaccion reduce la fuerte uniéh reeutrofilo al endotelio
activado.

1.2.2. PROLIFERACION CELULAR

Asimismo, se ha observado que la TM puede funciooaro una molécula
de adhesion entre células, puesto que el domip@léctina de la TM induce la
agrupacion de las células que se encuentran préximaultivo promoviendo la
adhesion célula-célula a través de la interaccesu$ moléculas de TM mediada
por calcio (Hasegawa Nt al 1996). Esta interaccion podria ejercer un papel
limitante del crecimiento celular. Ademas, Shi yaboradores (2005) generaron
una molécula de TM recombinante con 6 dominios E@ y un dominio rico en
Ser-Thr, el cual induce la neovascularizacién yimega la expresion de
metaloproteasas y activadores del plasmind6geno meedian la proteolisis
extracelular favoreciendo la invasion celular y Hhaigracion durante la
angiogénesis. Estos resultados sugieren que lpséatos de la TM podrian jugar
un papel importante en la formacion de nuevos vasdemas, la TM se expresa
sobre la superficie de las células tumorales yqgeajegar un papel en el cambio
hemostéatico que ocurre alrededor de los tumoregnees. Asi, existe una buena
correlacion entre la pérdida de expresion de TiWnyeatado avanzado y/o mal
prondstico, asi como entre los niveles plasmatimsTM y la progresion del
cancer en varios tipos de tumores.

1.2.3. INMUNIDAD

También cabe destacar un efecto indirecto mediadoTAFI, que es el
principal enzima responsable de la inactivaciosuiancias vasoactivas, como la
anafilatoxina C3a y Cb5a, generadas durante la améim del complemento
(Campbell WDet al 2002; Myles Tet al 2003; Nishimura Tet al 2007). Asi, la
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presencia de elevadas concentraciones de TM eictaainculacion, llevaria a la
rapida activacion del TAFI y la subsiguiente rapidactivacion de la C3a y C5a,
mecanismo a través del cual la TM ejerceria un Ipgpetector de la
microvasculatura frente al dafio causado al deseneask el sistema del
complemento en situaciones como enfermedades iofasc y transfusiones
incompatibles. También, estudimsvitro demostraron que la TM protege frente a
la activacién del complemento, al favorecer lafivacion del C3b mediada por el
cofactor factor | (CFl), en presencia de los cafeet factor H (CFH) y/o C4b-BP.
Y recientemente se ha observado la asociacion emitaciones en el gen que
codifica para la TM y el sindrome hemolitico urémi2 o atipico, en el que en el
50% de los casos se desconocen lo factores genépied regulan el sistema de
activacion del complemento, y sus manifestaciofie&as son la predisposicién al
dafo endotelial y trombosis microvascular (Delvaeyet al 2009).

1.2.4. ACCIONES CITOPROTECTORAS

En los Ultimos afos se le ha otorgado nuevas foasi@itoprotectoras a la
APC, tanto antiapoptéticas como neuropreotectorastas funciones son
dependientes del EPCR, ya que el EPCR se encargealzar a la APC en los
dominios donde se encuentra el PAR-1 (BaetJ§, 2007). Como hemos visto,
tras la activacion de la PC, la APC unida al EP@Bjva al PAR-1 en la
membrana de la célula endotelial, mediante cortgeplitico, iniciandose la
sefializacion celular que conduce a las diferentesidnes citoprotectoras de la
APC.

Existen evidencias de dicha actividad de la AP@otamvitro comoin vivo
(Griffin JH et al 2007). Principalmente, conllevan a la alteraaénlos patrones
de expresion génica, mediante inhibicién de la esipn de proteinas de la ruta
apoptética intrinseca, como p53 y Bax, y sobresipn de proteinas tipo Bcl-2.
(Mosnier LO et al 2007a & 2007b). También se ha descrito que redace
sefalizacion mediada por caspasa-3 (Cheagal 2003). La APC también parece
capaz de bloquear la ruta apoptética extrinsecaquporcontrarresta la
neurotoxicidad del tPA, el cual ejerce una actidigaoapoptética dependiente de
la caspasa-8 (Liu Bt al 2004). Sin embargo, O Brien y colaboradores (20tan
identificado un mecanismo por el cual la APC ejacactividad antiapoptotica sin
la mediacién del EPCR. La APC activa la ruta ERICtdr que induce la expresion
del factor de transcripcion ERG-1, que a su vezaacbmo supresor de TRAIL, un
factor que se expresa en la mayor parte de tijotaoes y tejidos y es capaz de
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inducir apoptosis. Para desarrollar esta actividat-apoptética la APC debe
unirse al PAR-1, pero no se requiere la presergdi&@BCR. Ademas, en modelos
de raton con endotoxemia la APC redujo la apoptaisieejorar la supervivencia
por sepsis (Mosnier LO, 2004). En pacientes corsisegevera, la molécula de
APC recombinante XI-GRI$ redujo la apoptosis de células sanguineas
circulantes (Bibault Rt al 2007).

Recientemente, también se ha implicado al sistesnia groteina C en los
procesos de estabilizacidén de la barrera endotehbal células endoteliales forman
una barrera estable y dindmica en la interfaseredefdo. La ruptura de esta
barrera supone la infiltracion de células y mediadale la inflamacion al espacio
intravascular, y es un factor clave en los procdaflamatorios. Los efectos
protectores de la barrera endotelial estan medipdo$a via APC-EPCR:PAR-1.
La activacion del PAR-1 por APC estimula a la egfgina kinasa-1 (SphK-1) a
producir S1P a partir de Sph. S1P activa al receggtingosina-1-fosfato 1(SI)P
lo que promueve la proteccion de la barrera endbteintiapoptosis y reduccién
de la expresibn de moléculas de adhesion. Al cootrgque para la APC,
concentraciones elevadas de trombina actian astrdg€ePAR-1 causando la
desestabilizacion de la barrera endotelial (FestriCet al 2005; Finigan JHet
al, 2005). Esta regulacion de la estabilidad de teeba endotelial mediada por la
APC o la trombina depende del nivel de inducciorstie. Ademas, los efectos de
la estabilizacion de la barrera endotelial paresen mas efectivos cuando son
producidos por la APC generada endégenamente, warede son inducidos por
APC afadida de manera exdgena (Feistritzet & 2006b). Estos dato, apoyan la
idea que la generacién endogena de APC promoveriatégridad vascular y
limitaria las hemorragias cuando la trombina esg®ta localmente.

S1P, ademés de promover la estabilizacion de taraaendotelial, también
media sefales antiapoptéticas. Este mecanismo mstdiado por el ratio
ceramida:Sph, mediadores de apoptosis o supervaveetular respectivamente
(Chatterjee St al 1996; Kohyama-Koganeya &t al 2004), como ocurre con el
mantenimiento de la homeostasis de la barrera mpick® donde otro metabolito
de la ceramida, la GlcCer, es critico para el nmamiento de la homeostasis de
dicha barrera (Chujor C& al 1998). Como estudiaremos mas adelante, la GlcCer
potencia la actividad anticoagulante de la AP@ue sugiere que las interacciones
entre la ruta reguladora de los GSLs y la rutaad®C, podrian jugar un papel
relevante.
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1.3.- SISTEMA CARDIOVASCULAR: INFARTO DE MIOCARDIO

1.3.1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR: DESCRIPCION Y
FACTORES DE RIESGO

La enfermedad cardiovascular se define como unrdesaeneralizado del
arbol vascular, caracterizado por la formacion ke placa de ateroma, agregacion
plaguetar e inflamacién, que culmina con la ruptieda placa y la formacion del
trombo, comprometiendo a la circulacion sanguindaa enfermedad
arterotrombotica subyace en la mayoria de paciemtescardiopatia isquémica. La
cardiopatia isquémica constituye una de las prisnesaisas de mortalidad en las
sociedades desarrolladas del mundo actual. Eltints miocardio normalmente
ocurre tras oclusion trombética aguda, debidaraptura de la placa ateromatosa.,
afecta principalmente a los grandes vasos, y expli60% de la mortalidad en los
paises desarrollados.

Un factor de riesgo cardiovascular es una caratiteribiolégica o conducta
gue aumenta la probabilidad de padecer o morirnflerreedad cardiovascular en
aguellos individuos que la presentaELA 1.3.1). Fueron definidos en el Estudio
Framingham (Kannel WRt al 1961), y actualmente se pueden dividir en tpeEssti
factores de riesgo causales, predisponentes y ciomales. Las dos primeras
categorias se asocian con la gravedad de la emfedwyesu papel causal, la tercera se
asocia con un mayor riesgo de enfermedad peroynevndencia definitiva acerca de
su papel causal, ya sea porque su potencial atetogés menor que el de los otros
factores principales, o porque su frecuencia groldacion sea insuficiente (Grundy
SM et al 1999). Sin embargo, diversos trabajos han deadstque en un grupo
considerable de pacientes con infarto de miocartbe, factores de riesgo
cardiovascular clasicos no tienen suficiente relela como para justificar el
desarrollo clinico de esta enfermedad. De hechioe em 50% y un 70% de los
casos de cardiopatia isquémica crénica no se pyestficar por la presencia de
estos factores de riesgo (Navarro-Lopezt Bl 2002).
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TABLA 1.3.1. PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO CARDIOVA SCULAR.

FACTORES DE RIESGO FACTORES DE RIESGO
PREDISPONENTES CONDICIONALES
Obesidad S -
. . . Triglicéridos séricos elevadas
Tabaquismo Obesidad abdominal . o
. L, . . Particulas pequefias de LDL
Hipertension arterial | Sedentarismo . o .
o . Hiperhomocisteinemia
Colesterol y LDL Historia familiar . .
, Lipoproteina (a) elevada
elevados Geénero N
. I Fibrindgeno elevado
HDL bajos Grupo étnico
. . ) . PAI-1 y TAFI aumentados
Diabetes mellitas Factores psico-sociales . .
i Proteina C reactiva elevada
Edad avanzada Estrés e .
Disfibrinogenemias
Alcohol

* Factores de riesgo cardiovascular clasicos

El registro IBERICA, por ejemplo, compuesto poripates de entre 25 a 74
afos ingresados por infarto de miocardio en Nawarte 1997 y 1998, mostro que
en una poblacion joven (hasta 44 afios) con inféetoniocardio, el 2% de los
hombres y el 20% de las mujeres carecen de factlwesesgo cardiovascular
clasicos, mientras que el 36% y 80% respectivamaote portadores tan sélo de
un factor de riesgo (Moreno @t al 2002). Asi, los factores de riesgo
cardiovascular clasicos no son capaces de explataimente las variaciones
observadas en la prevalencia y gravedad de laopatéh isquémica. Este dato es
especialmente relevante en pacientes jovenes,seque su angiografia para las
arterias coronarias es normal, y en los que ureptaje considerable apenas tienen
factores de riesgo, y si los hay, han tenido poempo para ejercer un efecto
deletéreo sobre la pared vascular, siendo mas lprega los factores de riesgo
asociados a la historia familiar. De forma que dedmuar otros sistemas o factores
adicionales en el origen del infarto de miocardjoe modulen o potencien a los
factores clasicos.

Por otra parte, cabe destacar la alta frecuencadedtacion cardiovascular en
la descendencia. Se sabe que los familiares deepgrado de un paciente afecto
tienen un riesgo siete veces mayor que las personaatecedentes familiares (Fuster
V et al 1992. Parte 1 y 2). Asi, la existencia de lasaniahes en los genes que
codifican para las proteinas implicadas en el dagarde la enfermedad
cardiovascular podria ser otro factor de riesgenarten cuenta (Auro Kt al 2007;
Knowles JWet al 2007).
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1.3.2. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La aterotrombosis es una patologia de caractertifantibrial, esta
caracterizada por el engrosamiento y obstruccibiudesn arterial y es un proceso
complejo que implica a diferentes tipos de cél@asloteliales, musculares lisas,
macrofagos y linfocitos), numerosas familias deodiitas y factores de
crecimiento, y que afecta de forma selectiva ablaalterial como resultante de la
accion combinada de factores genéticos y ambienthbe coexistencia de uno o
mas factores de riesgo inducen alteraciones endstelio vascular que resultan
finalmente en la induccién de una respuesta inflari@por parte de las células
entoteliales, monaocitos, etc (SchiuekoferetSal 2000; Poredos P, 2000). Esta
disfuncion puede ser el resultado de un dafio mesarinducido por la
hipertension, o un dafo bioguimico causado porsatastores como el tabaco,
diabetes e hipercolesterolemia. Durante el proge8amatorio, los monocitos
secretan citocinas inflamatorias que a su vez aktima la célula endotelial,
liberando més citocinas y moléculas adhesivasciittamdo el reclutamiento de
células inmunes hacia los tejidos (RosstRil 1993). Los linfocitos y monocitos
reconocen las glicoproteinas adhesivas expresadascélula endotelial activada,
selectinas, PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, permitiendo 8oién a la superficie del
endotelio y facilitando su migracién hacia el iiderde la pared vascular. Este
proceso se ve favorecido por la accion de los fastde crecimiento y sustancias
quimiotacticas liberadas por las células endotdigllos monocitos adheridos (IL-
8, leucotrienos, factor de crecimiento derivad@ldguetas, MCP-1 o PECAM-1),
y por la propia inflamacién, que produce un aumelgda permeabilidad, lo que
favorece el influjo de lipoproteinas y otras pnoasi plasmaticas a la intima.

En el espacio subintimal y la capa media arterfi@as, monocitos se
diferencian en macrofagos, los cuales acumuladd§pnativos y oxidados en el
interior de la pared arterial, y actian estimulatadactivacion del factor nuclear-
KB (NF«PB), que interviene en la expresion y liberacion delétulas
intermediarias que atraen a nuevos monocitos,dito® T, mastocitos y células
musculares lisas al lugar de la inflamacién, tawledal contribuye al crecimiento
de la placa de ateroma (Guyton 8Ral 1996). Este macréfago genera la tipica
morfologia de la célula espumosa caracteristicdasldesiones ateroscleroticas.
Ademas, algunas de las citocinas y factores dantieto liberados, como el
factor de crecimiento tumordl (TGFf) y el factor de crecimiento derivado de
plaguetas, estimulan la sintesis de coldgeno. Paordrario, los linfocitos T
activados pueden producir otros factores, comatetferony (INF-y), que alteran
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la sintesis de colageno de las células muscula@s ¢ inhiben su proliferacion
(Garcia-Moll X et al 2000), alterando el mantenimiento y reparaciétadeatriz
de coldgeno. Ademas, las placas activas expresdalopmteasas de matriz
extracelular que también inducen la degradaciorcadébeno y otros componentes
de la matriz en las placas ateroscleréticas (LBt al 1995). Por otra parte se
forma un nucleo lipidico alrededor de la placatedipando proteinas que brindan
resistencia a la placa de ateroma, tales comolé@fjewo, los proteoglicanos y la
elastina (Miranda-Guardiola &t al 1999). Todo ello conlleva un aumento de la
progresion de la placa, reduciendo la luz del vesomprometiendo la circulacién
y el flujo coronario del miocardio dependiente dehd arteria (Badimoén let al
2001).

Lesion inicial ‘ Placa complicada ‘

O Trombo
Plaquetas' Plaquetas plaquetas/fibrin

adheridas

Luz vascular

e

Linfocitos T

FIGURA 1.3.2. Progresion de la placa aterosclerétic (Modificado de http://enciclopedia.
us.es/images/5/59/Aterosclerosisl.jpg&imgrefurl).

Finalmente, se induce la apoptosis de las célulascatares lisas,
alterandose el balance entre sintesis y degraddeida matriz en las zonas con
inflamacién activa de las placas aterosclerétipagjendo producirse su fisura en
cualquier momento. Al romperse se liberan sustanpiay toxicas, como los
radicales libres, que contintan el circulo viciodalemas, la lesion endotelial
resultante favorece la exposicion del colageno radditelial a la luz vascular, con
el consiguiente aumento de la adhesion y la adnmgaaquetaria, produciéndose
la activacion de la hemostasia primaria y secuadavientras que la oclusion
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parcial o total del vaso condiciona la presentaciémica del sindrome coronario
agudo (angina inestable, infarto sin onda Q, infadn onda Q).

1.3.3. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR, INEFLAMACION Y
COAGULACION. IMPLICACION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE
LA PROTEINA C EN LA ENFERMEDAD CARDIACA

Desde la aceptacidén de la existencia de una camexifre la enfermedad
cardiovascular y la trombosis (DeWood &t al 1980), se sospechdé que la
concentracion de componentes de la coagulacionridebstar asociada con el
riesgo de sindromes coronarios agudos, tales cofadd de miocardio. Por otro
lado, se han investigado los diferentes mecanisrfis@patoldgicos vy
anatomopatolégicos que explican la aterotromboas$, como los fendémenos
inflamatorios, coagulantes, y fibrinoliticos asalda a la formacion de la placa y
que se traducen clinicamente como sindrome comragudo. Asi, multiples
evidencias demostraron que la inflamacion estaidagdh en todas las etapas y
procesos de la enfermedad cardiovascular (RastsalR 1993; Van der Wal AE@t
al, 1994; Tracy RRet al 1999). De forma que, los diferentes mecanismadis an
inflamatorios podrian jugar un papel crucial erptateccion frente al infarto de
miocardio. Por otra parte, la inflamacion y la agdagion sanguinea son reacciones
en cadena en las que intervienen un gran nimepootieinas, formando un circulo
vicioso en el que la inflamacion estimula la coagidn y ésta a la inflamacion
sucesivamente, debiendo existir diferentes mecasisifisiologicos, tanto
anticoagulantes como antiinflamatorios, que seapa@ss de regular ambos
procesos simultaneamente. La activacion celulagguen papel central en la
iniciacion y propagacion de la inflamacion y coagidn sanguinea, y constituye el
nexo de unién entre ambos procesos y el dafio \ascul

El sistema de la PC se ha revelado como uno d@dganismos capaces de
controlar la propagacion de la inflamacién y lagudacion sanguinea, al exhibir
funciones tanto anticoagulantes como profibringdii para el mantenimiento del
equilibrio hemostético, anti-inflamatorias, neumtpctoras y anti-apoptoticas,
como se ha descrito anteriormente, y aunque navest&lara su implicacion en la
patogénesis de la trombosis arterial, se le sugiengapel protector. En diferentes
estudios, se ha visto que la APC reduce el dafanorgspecifico en modelos
animales con sepsis, dafio isquémico, dafio endoteSi@oke(lwaki T et al, 2005;
Pereira Cet al 2008; Bernard GRt al 2001a & 2001b; Esmon CT, 2002; Folsom
AR et al 1999; Mosnier LCet al 2007b). Por otra parte, se ha observado que las
arterias enfermas expresan menos EPCR y TM enpsufiie, efecto de la accién
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combinada de elevados niveles de LDL y reducido$iBé (Griffin JH et al
1999), asi como por el propio crecimiento de laplde ateroma (Laszik Z& al
2001).

En un estudio previo de nuestro grupo (Espagaak, 2002b; Zorio Eet al
2006b) se demostré la asociacion entre los nivige&PC, el riesgo de infarto de
miocardio y el grado de afectacion coronaria enepées jovenes con infarto de
miocardio, en los que la presencia de factoresedga cardiovascular clasicos son
menos frecuentes. Asi, se observo una menor coacegnt de APC circulante en
pacientes con infarto de miocardio a edad temp@mparado con controles
sanos. Estas diferencias suponian un incrementta d@R del 60% por cada
disminucion de 0,43 ng/ml de APC. Ademas, la afatdie las arterias coronarias,
asi como la severidad de las lesiones coronarias&aban inversamente
correlacionadas con los niveles de APC, de forneaagmenores niveles de APC la
afeccion y severidad de las lesiones era mayorfoBea que existe una relacion
entre niveles reducidos de APC circulante, situagi®-inflamatoria mantenida y
desarrollo precoz de aterotrombosis, que contritauys aumento del riesgo de
infarto de miocardio. Este efecto se veria acemtuademds, por la propia
inflamacién, capaz de disminuir la accion antitrétida de la APC, via activacion
del complemento y aumento de la concentracionrdghfento C4b-BP (Boerger
LM et al 1987; Gilabert Jet al 1988), y via el aumento de los niveles de
fibrinogeno (Diez Net al 2006). Ademas, se ha demostrado la existencéutde
anticuerpos contra el EPCR, que podrian modulactizgacion de APC, asociados
a infarto de miocardio en mujeres jovenes (Montes & 2005).

Por otra parte, diversos estudios han sugeridedeaiacion entre mutaciones
en el gen de la TM (Ireland dt al 1997) y el EPCR (Biguzzi [t al 2001;
Ireland H et al 2005) con la trombosis arterial. En este sentaltgraciones
funcionales ya en las proteinas directamente neassaen aquellas relacionadas
para la activacién del sistema de la PC, podrigiieax la disminucién en la
generacion de APC y el infarto de miocardio.
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1.4.- ENFERMEDAD DE BEHCET

1.4.1. DESCRIPCION

La enfermedad de Behget, descrita en 1937 por eHDlusi Behget, se
define como un desorden inflamatorio raro con caréaico y origen desconocido
que afecta a los vasos sanguineos, produciendvasealitis sistémica recurrente
en venas, arterias y capilares sanguineos, cdracigor la presencia de aftas
orales y genitales, uveitis y lesiones cutdnea®ctaf a diferentes drganos
simultanea o consecutivamente y produce una respaegoinmune, dando un
prondstico mas o menos grave en funcion del sistafeatado. Aparece en
individuos de entre 30 y 40 afios (BenamouetSal 1999), expuestos a algln
agente externo medioambiental, probablemente umterims y genéticamente
predispuestos, siendo infrecuente en nifios e thaldd de méas de 50 afos. Varios
autores han descrito que los pacientes en quieneafermedad se manifiesta a
edades mas tempranas desarrollan cuadros mas Jf@alesne Tet al 1999;
Pipitone Net al 2004). Afecta a ambos géneros en general, ausiguembres
jovenes aparecen los sintomas mas severos, carioaies oculares, vasculares y
neuroldgicas, de mayor mortalidad (Yazicetal 1984).

Se diagnostica de acuerdo al criterio definidogldBrupo Internacional de
Estudio de la Enfermedad de Behcé€lriteria for diagnosis of Behcget's disease.
Internacional Study Group for Behget's Disea$890) segun la presencia de
ulceraciones orales y genitales recurrentes, irftadm ocular y lesiones cutaneas.
Otras manifestaciones que pueden desarrollar patentes son: inflamacién en
articulaciones, artralgias o artritis, inflamacidtestinal, inflamacion del sistema
nervioso tanto a nivel central como periférico, cédeion audiovestibular,
pulmonar, hepatica o cardiaca, tromboflebitis stdeas, trombosis venosa o
arterial y/o aneurismas (Yazici ét al 1998).

Aunque tiene una amplia distribucibn geograficaarape con mas
frecuencia desde el este de Asia hasta los pagtestd del mar Mediterraneo, a lo
largo de la llamada Ruta de la Seda, siendo inérgeuen el Centro y Norte
Europeo. Turquia tiene la prevalencia méas elevsetpyida por Japon, Iran, Arabia
Saudita, China y Corea. En Espafia la frecuencdifreeentre 5,6 y 6,4 casos por
100.000 habitantes (Granatlal 2001; Gonzalez-Gay MAt al, 2000; Eiroa Ret
al, 1991).
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1.4.2. COAGULACION, INFLAMACION Y ENFERMEDAD DE BE HCET

Los pacientes con Behget presentan un estado gueode (Kiraz et al

2002) asociado a la inflamacion y el dafio en ebtid vascular que acomparia a
la enfermedad, y que produce ademas una elevadasagé&m de trombina y una
menor fibrinolisis Asi, los pacientes con Behgetaracterizan por la presencia de
niveles reducidos de tPA y TM circulante, y nivetdsvados de PAI-1, complejo
plasminaa,.antiplasmina, factor Von Willebrand, fragmentos He2la PT (F1+2),
y complejo trombina:AT. (Aitchison Rt al, 1989; Hamton KKet al 1991; Orem
A et al 1995b; Haznedaroglu 1€t al 1996b & 1996¢ ; Demirer 8t al 2000;
Espinosa Get al 2002a & 2002b; Donmez At al 2005; Yurdakul St al 2005;
Ricart JMet al 2005a & 2006¢ & 2008).

Entre el 25 y 30% de los pacientes con Behcet sufambosis, siendo el
VTE mas frecuente que la trombosis arterial. Sirbango, el mecanismo que
explica la formacién del trombo en la enfermedad Bkehcget todavia es
desconocido, debiendo contribuir otros factoresianthles y hereditarios, puesto
que aunque las alteraciones producto de la infl&tmac dafio endotelial son un
factor de riesgo trombotico, no son suficientesapexplicarlo, ya que otras
enfermedades ligadas a vasculitis no causan trasbp$0 todos los pacientes
con Behcet la sufren (Lie Jat al 1992; Espinosa @t al, 2002b).

Algunos estudios apuntan a la presencia de fact@egesgo trombofilicos
hereditarios, tales como deficiencias en PC (Mbhet al 1997b; Bayraktar et
al, 1998), PS (Chafa @t al 1992 ; Guermazi 8t al 1997; Lenk Net al 1998) o
AT (Nalcaci Met al 1998; Mader Ret al 1999; Sengul Net al 2000), presencia
de anticuerpos antifosfolipidicos o las mutaciofaegor V Leiden (Gul Aet al
1996; Mammo Let al 1997; Oner ARet al 1998), protrombina 20210A (Gul ét
al, 1999; Salvarani @t al 2000; Vaya Vet al 2000b; Gurgey Aet al 2003; Atg
et al, 2003; Sihigardi et al, 2004; Ricart JM al, 2006c), o C677T en el gen de la
enzima MTHFR (Toydemir PBt al 2000; Espinosa @t al 2002b; Ricart JMet
al, 2006c) como causantes del mayor riesgo protrdot@n pacientes con la
enfermedad de Behcget. También se han asociadedarmmia de diferentes factores
de riesgo trombofilicos adquiridos, como anticusrpoticardiolipina (Hull RGet
al, 1984), lupus anticoagulante (Bang & al 1991), niveles elevados de
lipoproteina A (Orem A et al 1995b, Gurbiz Oet al 2001), o
hiperhomocisteinemia (AltingaA et al 2000;Journal of Internal Medicine2000;
Lee Let al 2002; Korkmaz Gt al 2002; Calikoglu Eet al 2002; Sarican Et al
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2007; Gonul M et al 2009), como posible explicacion de este estado
procoagulante, aunque los resultados son contosidist Ademas se ha descrito la
asociacion entre dislipemia y la mayor tendenaiankética en pacientes con la
enfermedad de Behcet (Leibad¥lal 2004).

1.4.3. IMPLICACION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE LA
PROTEINA C EN LA ENFERMEDAD DE BEHCET

Nuestro grupo, previamente, describié que niveddsicidos de APC son un
factor de riesgo de VTE (EspafiaeFal 2001). Asi, se plante6 el estudio de si
niveles reducidos de APC suponian también un fatdaiesgo trombdético para la
enfermedad de Behcet, midiendo los niveles de AfPGnegrupo de pacientes con
la enfermedad de Behcget con y sin historia de tomishby en un grupo control
(Navarro Set al 2004). Los resultados mostraron que los niveeeABIC estaban
significativamente reducidos en la enfermedad d&8gy dentro de los pacientes
en los que habian sufrido un evento trombético.ndéke aquellos pacientes con la
enfermedad de Behcget que tienen niveles de AP@gimajo de 0,75 ng/ml (valor
correspondientes al percentil 10% del grupo contiehen 7 veces mas riesgo de
sufrir un VTE que los pacientes con niveles de Al8€Cencima de este nivel. No
se observaron diferencias en los niveles plasngatedos inhibidores plasméaticos
de la APC, ni para el complejo APC:PCI, o en loglgis dan;-AT entre pacientes
con Behcet y controles, que pudieran hacer pengatagreduccién en los niveles
de APC se debieran al efecto de los inhibidoresnpddicos de la PC. Asi, la
reduccion en los niveles de APC observada en gstcigntes podria explicar la
mayor incidencia de VTE.

También en este estudio (Navarroe$ al 2004), se observé que los
pacientes con la enfermedad de Behget tenian siveltucidos de sTM. Estos
niveles reducidos de sTM podrian reflejar niveleslucidos de TM en la
membrana celular, que produciria una menor activade la proteina C, y con ello
niveles plasmaticos reducidos de APC. Ademas, vas®s que en el grupo de
pacientes existia una correlacion positiva enteeriiveles de APC y de sTM
(r=0,456; P=0,004). Por otra parte, diferentes estudios hamsembdo que
mediadores proinflamatorios suprimen la expresidtotelial de TM, y con ello
los niveles plasmaticos de sSTM (MooreeKalL, 1987; Archipoffet al, 1991). En
nuestro estudio se observaron niveles aumentad@Réeo,-AT, fibrindgeno y
factor Von Willebrand, producto de la inflamaciéromica que acompafia a la
enfermedad de Behcet, ademas de una correlaciGtivposntre APC y TM,
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apoyando la hipétesis de una modulacién debidaraepentes asociados con la
enfermedad, tales como endotoxina, interleukina-INF-o, que inducen una
regulacién negativa de la expresion de TM y menoieses de APC (Moore KL
et al 1987; Conway EMet al 1988). Otra posibilidad es la asociacion entra un
menor expresion de TM y mutaciones en el gen déMgNorlund L et al 1997a

& 1997b; Ohlin AKet al 1997; Le Flem Let al 1999 & 2001).

Ademads, existen estudios que apuntan la existahei@ausas genéticas
ligadas a la enfermedad de Behget, como las mutien los locus A, B, Cy D
del antigeno de histocompatibilidad HLA clase Ilgse I, destacando el alelo
HLA-B51, o en los transportadores de antigenos d&bsol al reticulo
endopldsmico a través de los transportadores dedpgpantigénicos TAP-1 y
TAP-2 (Gonzélez-Escribanet al, 1995), aunque se desconoce si son causas
directas de la enfermedad, o se asocian a estammufad a través de un
desequilibrio de unién con otra mutacién en otro gientro del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC). Ademas, existen difédes estudios acerca de la
implicacidon genética de mutaciones en el gen debfade necrosis tumorai
(TNF-0)), 0 mutaciones en genes de moléculas de adhedrénelular, o en el gen
del factor regulador de interferén clase | y 1l élle, 2007), o presencia de agentes
infecciosos, como bacterias tipo Estreptococcusvires Herpes simple tipo I, que
pueden tener un efecto sobre la enfermedad, aciuammio el primer estimulo
desencadenante del dafio endotelial, inflamacidasgulitis.

Puesto que la etiologia de la trombosis en la erddad de Behget resulta
desconocida, y resultados previos descritos postrmgrupo mostraron que el
sistema anticoagulante de la proteina C influye ekrdesarrollo del evento
trombdético en pacientes con dicha enfermedad, itoyshdo un factor de riesgo
trombdtico, nos planteamos identificar si esta mgyedisposicion trombdética
tiene un componente genético. Dado que observamasvel reducido de APC en
los pacientes con enfermedad de Behget, y puest@stos niveles pueden estar
influenciados por haplotipos en el gen del EPCRJizaamos la asociacion entre
los haplotipos Al y A3 del gen del EPCR, los nigsgiéasmaticos de APC y sTM,
y el riesgo de VTE.
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2. — HIPOTESIS DE TRABAJO
Y OBJETIVOS

“EL que quiere nteresar a los dewwds, tiene gque provocarlos”.
(salvador pall)
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2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La via de activacion de la proteina C (PC), comiguesr el complejo
cuaternario trombina-TM-EPCR-PC, podria definirsmo una de las vias capaces
de mantener la homeostasis bajo condiciones dercbhiggulabilidad y/o en
condiciones de estrés proinflamatorio. Sin embaiagtavia se desconocen muchos
de los mecanismos fisiopatoldgicos responsabldesddesérdenes hemostaticos,
asi como los defectos genéticos causantes. Tal csenda indicado en la
introduccion, en los ultimos afios, diferentes @stitian puesto en evidencia que
alteraciones asociadas con el sistema de la P@ ast&iadas con la enfermedad
tromboembdlica. Nuestro grupo ha demostrado laidagidn del sistema de la PC
en diferentes situaciones clinicas, y ha desaitexistencia de mutaciones en los
genes que codifican para las proteinas de esersistdlemostrando la asociacion
entre estas mutaciones, los niveles plasmaticosasieproteinas para las que
codifican, y el riesgo trombético.

Por todo ello, nos planteamos la hipétesis queagii@nes genéticas en el
sistema de la PC podrian influir sobre el riesgmnbyético, tanto venoso como
arterial, y que ademas, deben existir otros commesecelulares o en circulacion
gue modulen dicho riesgo.

En la presente Tesis Doctoral nos planteamos létds{s que alteraciones
genéticas en el sistema de la PC podrian inflliresel riesgo trombético tiene como
objetivo caracterizar las principales mutaciondssdggema de la PC, previamente
identificadas y estudiadas por nuestro grupo, eoffifalidad de conocer coémo
modifican el riesgo tromboético en individuos que tignen un factor de riesgo
trombatico conocido, como son los individuos partad de la mutacién protrombina
20210A, asi como conocer como modifican el riesgmihético en enfermedades con
una importante implicacion inflamatoria, como sdnindarto de miocardio o la
enfermedad de Behget, y que por tanto pondrian aeifiesto las actividades
antiinflamatorias y citoprotectoras recientemerdecdtas para el sistema de la PC.
Por otra parte, en presencia de una misma mutatfénotipo varia entre individuos
y poblaciones. Asi, deben existir moduladores tamtipenos como enddégenos que
influyen en las diferentes rutas hemostaticas. r@ites estudios han puesto de
manifiesto que el sistema de la PC es moduladp@omponentes de la membrana
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celular, destacando fosfolipidos, lipidos y gligmlos. Asi, nos planteamos el estudio
del glicolipido neutro glucosilceramida (GlcCei aomo del gen que codifica para
el enzima que se encarga de la sintesis de la GleQgucosilceramida sintasa.

2.2. OBJETIVOS

Para ello nos propusimos la consecucion de logesitgs objetivos:

1. Evaluar la influencia de los haplotipos Al y A3 dgn del
receptor endotelial de la proteina C (EPCR), sebnéesgo de
tromboembolismo venoso (VTE) en pacientes portaddee la
mutacion 20210A del gen de la protrombina.

2. Estudiar la asociacion entre el polimorfismo C144&T gen de
la trombomodulina (TM) y los niveles plasmaticos @M
soluble (sTM) y de proteina C activada (APC), yriekgo de
VTE.

3. Identificar mutaciones en el gen que codifica pdea
glucosilceramida (GlcCer) sintasa, la enzima quilica la
sintesis de GlcCer, y establecer su asociacionla®miveles
plasmaticos de GlcCer y con el riesgo de VTE.

4. Estudiar la asociacion entre las mutaciones ideatias en los
genes que codifican para una de las proteinasouapblejo de
activacion de la proteina C, el EPCR, los nivele®\BC y STM,
y el riesgo de infarto de miocardio.

5. Evaluar como influyen los haplotipos Al y A3 dehgiel EPCR
sobre el riesgo de VTE en la enfermedad de Behget.
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3. — MATERIAL Y METODOS

“Todo es muy dificil antes de ser sencillo”.
(Thomas Fuller)
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3.1.- GRUPOS CLINICOS

Todos los pacientes y controles estudiados endaepte Tesis Doctoral
dieron su consentimiento informado previo a la taleanuestras. Ademas, todos
los estudios fueron aprobados por el Comité EtloHbspital y la investigacion
fue llevada a cabo de acuerdo con los principida @eeclaracion de Helsinki.

Los diferentes grupos de estudio establecidos la@nsecucion de los
objetivos que se plantean en la presente TesisoBbctsegun la patologia de
estudio, son:

3.1.1. TROMBOSIS VENOSA

El diagnéstico del episodio trombético en los miewmsbinferiores y/6
embolismo pulmonar, también denominado VTE, fuelizado mediante
probabilidad clinica, niveles de dimero D, ultrasgnafia o venografigcreening
pulmonar por ventilacion-perfusion y, cuando fueesario, por flebografia o
angiografia pulmonar.

El estudio de trombofilia se realiza en pacientas ljan sufrido un evento
trombotico a una edad inferior a los 50 afios, e@r@n trombosis recurrente, o
tienen una historia de trombosis familiar positiva,la trombosis tiene una
localizacion inusual, o bien se trata de una traigoonsiderada como idiopatica
(desarrollada en ausencia de cualquier factor degei precipitante: uso de
anticonceptivos orales, cirugia, embarazo 0 puErpetraumatismo o
inmovilizacion).

Excluimos del estudio todos aquellos individuos gstban en tratamiento
con anticoagulantes orales y aquellos pacientespgegentaban alguna de las
siguientes patologias: cancer, sindrome nefrétiisfuncion renal o hepatica,
enfermedades inflamatorias o infecciosas, falla@ieao o lupus anticoagulante.
También se excluyeron aquellas mujeres en trataon@m anticonceptivos orales
o terapia hormonal sustitutiva.
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3.1.1.1. ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LOS
POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS EN EL GEN DEL EPCR
SOBRE EL RIESGO DE VTE, EN SUJETOS PORTADORES DE
LA MUTACION 20210A DEL GEN DE LA PROTROMBINA

En los registros del Hospital Universitario La Fe\dalencia identificamos
125 pacientes caucasicos que habian sufrido, abspem VTE, portadores de la
mutacion 20210A en el gen de la protrombina (P®)relacionados entre si y que
fueron referidos al hospital para un estudio deba@filia entre 1996 y 2006.

De los 125 pacientes identificados como portaddesk mutacion 20210A
del gen de la PT, 7 fallecieron antes del estudao pudieron ser localizados, 12
no aceptaron participar en el estudio y en 9 eidastfamiliar no fue posible. Por
lo tanto, 84 propositos participaron finalmente ednestudio (47 mujeres y 37
hombres). La edad media del primer evento trombdiie 40 afios (mujeres 37
afios; hombres 44 afos).

En total, los 84 propositos tenian 405 familiarespdimer grado todavia
vivos, de los cuales 302 dieron su consentimiemfimrmado y participaron en el
estudio. Los familiares menores de 16 afios fuexchuiglos del estudio. Un total
de 162 familiares fueron identificados como portadale la mutacion en el gen de
la protrombina (93 mujeres y 69 hombres), entre tamles 13 habian
experimentado un evento trombdtico (6 mujeres yombres). De los 140
familiares restantes sin la mutacion (64 mujereswta edad media de 42 afios y
76 hombres con una edad media de 44 afios), 2 habifaidlo un evento
trombatico (uno afecto de una deficiencia de PCgtr® portador de la mutacion
FV Leiden).

De todos ellos se obtuvo una muestra de sangreepastudio genético, y
otra de sangre anticoagulada con citrato, pardt@ncion de plasma con el cual
realizar las determinaciones de diversos paramplassaticos.
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3.1.1.2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DEL POLIMORFISMO
C1418T DEL GEN DE LA TROMBOMODULINA, LOS NIVELES
PLASMATICOS DE TROMBOMODULINA SOLUBLE Y LOS DE
PROTEINA C ACTIVADA CON EL RIESGO DE
TROMBOEMBOLISMO VENOSO

Los sujetos que participaron en este estudio pfanede 3 hospitales
Espafioles: Hospital Universitario La Fe de Valencldospital General
Universitario J.M. Morales Meseguer de Murcia y pita Clinico Universitario
de Salamanca.

El grupo de pacientes estaba formado por 1.178ithdis (613 hombres y
560 mujeres) caucasicos que habian sufrido, al spamo episodio de VTE. La
edad media era de 46 afos (hombres 48 afios y sdii@ios).

El grupo control estaba formado por 1.311 indivel{@05 hombres y 606
mujeres) voluntarios no relacionados entre si,wtdistribucion de edad y sexo
similar al grupo de pacientes (edad media 44 dimspres 46 afios y mujeres 44
afos), y de la misma region geogréfica que éstasdog ellos estaban
aparentemente sanos y ninguno presentaba histetisonal o familiar de
trombosis. Este grupo fue reclutado paralelametdeireclusion de pacientes, entre
el personal sanitario de los tres hospitales meadias, familiares o amigos de
éstos, o entre individuos que iban a someterseuabps pre-operatorias para
intervenciones de cirugia menor de oftalmologiasrioiolaringologia, dermatologia
o traumatologia.

De todos ellos se obtuvo una muestra de sangreepastudio genético, y de
un subgrupo de 366 pacientes con historia de V3i& terapia cumarinica, y en un
subgrupo de 451 sujetos sanos, procedentes tddesdel Hospital Universitario
La Fe, fue posible obtener sangre anticoaguladacitcato, para la obtencion de
plasma con el cual realizar las determinaciones didesrsos parametros
plasmaticos.
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3.1.1.2.1. Andlisis funcional del polimorfismo C14 18T del gen

de la trombomodulina: aislamiento, cultivo y genoti pado
de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVECS)

Puesto que las células endoteliales de la parenlilgassintetizan y exponen
trombomodulina (TM) en su superficie, aislamos lficamos células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC) con el fin de &aalla funcionalidad del
polimorfismo C1418T del gen de la TM. Para elllmj@gamos las células para el
polimorfismo C1418T, y cuantificamos los nivelesTdd tanto en el sobrenadante
de los cultivos, que equivaldria a la TM solubléM$ presente en la circulacion
sin actividad cofactora para la activacion de latgina C, como en el extracto
celular, que equivaldria a la TM anclada en la nraméd de la célula, encargada de
la unién a trombina, y responsable de la activad&ta proteina C in vivo.

Las HUVECs se aislaron de cordones umbilicales nos:@e acuerdo con
la técnica descrita por Martinez-Sales y colabaesl¢2007). Brevemente, las
HUVECS se obtuvieron por digestion con colagenagasyerior cultivo en frascos
T-25 recubiertos con factor de adhesion endotélifaldothelial Cell Attachment
Factor. Sigma-Aldrich Co, Alemanig)en medio 199 con HEPES 15 mM,
suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 20%gtof de crecimiento
endotelial al 1%, L-glutamina 2 mM, piruvato sédiconM, penicilina 50 U/ml, y
50 pg/ml de sulfato de estreptomicina en una atnasfe 95% aire-5% GOLos
subcultivos se obtuvieron a partir de monocapa$iwmes del cultivo primario,
tratadas con tripsina 0,25% y EDTA 0,01% en tamijodfato 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7,4 (PBS). Todas las experiencias se raalizan el primer o segundo
subcultivo.

Las células se identificaron como endoteliales suotipica forma de canto
rodado y por la presencia de factor von Willebracmhfirmada por un método
inmunocitoquimico utilizando anticuerpos anti-vonllgbrand humano de conejo
(Dako, Alemania)

Asi, a partir de un cultivo primario de HUVECs,reeogieron entre 600.000
y 1.000.000 células para el estudio de biologiaemdér que, tras su lavado y
almacén en nitrégeno liquido, se guardan hastaoshento de su andlisis. La
extraccion de DNA genomico para el genotipado de d¢&lulas para el
polimorfismo C1418T del gen de la TM, se realizépbrando el kit comercial
Wizard Genomics DNA Purification Kit (Promega, Imsmetics),siguiendo las
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indicaciones del fabricante. El resto de cultivonario se sembro en placas de 96
pocillos, con 15.000-20.000 células por pocillerymedio de cultivo con 20% de
SBF. Cuando alcanzaron confluencia, se cambid diarge cultivo con 2% de
SBF y sin antibidticos. A continuacién, de cadanet subcultivo para cada cordén
se hicieron incubaciones sin y con trombina a 1 |Udorante 3 horas por
quintuplicado. Finalmente, se cuantificdé por unatgala TM presente en el
sobrenadante recogido o liberado celular, y paa parte, la TM presente en el
contenido celular para cada tipo de subcultivo@mdiciones basales o estimuladas
con trombina, respectivamente. La obtencion deltesodo celular se realiza
mediante incubacién en agitacion de 2 h a 4°C decédulas endoteliales con
tampén de lisis (Tris 20 mM, CINa 100 mM, TritonRd al 1% vy
fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM; pH 7,5), obtenieno el lisado celular, al que
someteremos a tres ciclos de congelacion y deslzmig@e, finalmente.

3.1.1.3. IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DE LA
GLUCOSILCERAMIDA SINTASA (UGCG), Y SU ASOCIACION
CON LOS NIVELES PLASMATICOS DE GlcCer, PROTEINA C
ACTIVADA'Y RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

Para la realizacion de este estudio se reclutaaoiemtes que habian sufrido,
al menos, un episodio de VTE, a partir del registeo pacientes remitidos al
Hospital Universitario La Fe para realizar un etk trombofilia entre octubre
de 1997 y noviembre de 2005

Un total de 316 pacientes caucasicos satisfacidostdos criterios de
inclusion y accedieron a participar en el estudBB(mujeres y 153 hombres), con
una edad media de 42 afios (40 afios en el grupaujgeasy 44 afios en el grupo
de hombres).

Los individuos del grupo control fueron reclutagosto con el grupo de
pacientes entre el personal del Hospital Univeisilaa Fe, familiares o amigos de
éstos, o entre individuos que venian a realizarsebas pre-operatorias para
intervenciones de cirugia menor de oftalmologiaesrioolaringologia, dermatologia
o0 traumatologia. Este grupo estaba formado por B2lviduos caucasicos
voluntarios no relacionados entre si, de edad g siwilar al de los pacientes (177
mujeres y 143 hombres), con una media de edad dé&e¥)(40 afios para el grupo
de hombres y 41 afios para el de mujeres), y déskaarregion geografica. Todos
ellos estaban aparentemente sanos y ninguno pabsemistoria personal o
familiar de trombosis.
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De todos ellos se obtuvo una muestra de sangreepastudio genético, y
otra de sangre anticoagulada con citrato, pardt@noién de plasma con el cual
realizar la determinacién de GlcCer y APC.

3.1.2. TROMBOSIS ARTERIAL

Los pacientes fueron diagnosticados de infarto agiel miocardio segun
presentaran una curva tipica de troponinas o edsvaiveles de la isoenzima
creatinina-cinasa especifica del miocardio (CK-M&)to, al menos, uno de los
siguientes parametros anormales: sintomas isquémaesarrollo de ondas Q
patoldgicas en el electrocardiograma, cambios efeetrocardiograma indicativos
de isquemia (elevacion o depresion del segmento &Tintervencionismo
coronario, de acuerdo con los criterios definidas [a European Society of
Cardiology/ American College of Cardiology

Fueron criterios de exclusion la procedencia dasageogréficas diferentes, los
antecedentes de neoplasias, hepatopatia gravemedésles hematoldgicas, consumo
de drogas, o la presencia de tratamientos antitaratgs.

Los factores de riesgo cardiovascular se definisegyin:

» Hipertension, bien por la presencia de una histprevia, o el uso de

drogas anti-hipertensivas, o haberse observadoregalde una presion

sanguinea 140/90 mmHg en al menos dos observaciones segarada

» Diabetes mellitus, bien por la presencia de untaitigsprevia, o el uso de

drogas antidiabéticas, o haberse observado vatleregucemia basal>110

mg/dl.

» Dislipemia, bien por la presencia de una histoniavia, 0 haberse

observado un valor de colesterol total >250 mg/dide triglicéridos >175

mg/dl.

» Fumadores, actuales o previos fumadores de meno%Odafios de

antigiiedad.

> Obesidad, indice de masa corporal (BMBO kg/nf.

» Sindrome metabdlico, se definié por la presencialdeenos tres de los

siguientes criterios: indice de masa corporal (BMB0 kg/mi, triglicéridos

>175 mg/dl, HDL-colesterol < 40 mg/dl, presion saimga> 140/90 mm

Hg, glucosa >126 mg/dl.
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3.1.2.1. ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LOS
HAPLOTIPOS Al Y A3 DEL GEN DEL EPCR Y DE LOS
NIVELES PLASMATICOS DE PROTEINA C ACTIVADA Y
TROMBOMODULINA SOLUBLE, SOBRE EL RIESGO DE
INFARTO DE MIOCARDIO PRECOZ.

Este estudio sigue un disefio prospectivo casoalomon la finalidad de
poder identificar nuevos marcadores de riesgo qesepermitan plantear futuros
estudios de cohortes mas ambiciosos. Los sujetdsidos en este estudio se
reclutaron entre junio de 2000 y septiembre de 2005

Estudiamos 689 pacientes (601 hombres con unaraddih de 42 afios, y
88 mujeres, con una edad media de 42 afos) quarhabfrido un infarto de
miocardio antes de los 51 afios, procedentes deelogcios de cardiologia de 3
hospitales de la region mediterrAnea espafiola: itdbdpniversitario La Fe de
Valencia, Hospital General Universitario de Aliaang Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau de Barcelona.

De todos ellos se obtuvo muestras de sangre pasiLelio genético, y de un
subgrupo de pacientes, compuesto por 260 sujetstagos en la Unidad de
Cuidados Intensivos y en la sala de hospitalizacdiénCardiologia del Hospital
Universitario La Fe, fue posible obtener muestrassedngre anticoagulada con
citrato para la obtencion de plasma, con el cualizar las determinaciones de
diversos parametros plasmaticos. Con el fin deelztpérdida de aquellos pacientes
con peor perfil clinico, por mortalidad precoz, pacientes procedentes de la unidad
de cuidados intensivos fueron sometidos a doscexraes sanguineas. La primera se
realiz6 durante las primeras 72 horas del ingresanfarto agudo de miocardio y la
muestra se destind exclusivamente a la obtenci@N#e ya que el perfil genético
no se ve alterado ni durante la fase mas agud&wdgito isquémico ni con el
tratamiento administrado. La segunda extraccionresdiz6 en aquellos que
sobrevivieron al evento, al menos 3 meses tradoueti episodio clinico, y en ella se
completo el estudio con una bioquimica general gukmtificacion de los niveles de
los parametros elegidos para el estudio.

El grupo control, formado por 697 individuos sadessimilar distribucion de
edad y sexo al de los pacientes (608 hombres, media edad 44 afos; 88
mujeres, mediana de edad 44 afos), fue reclutaddelganente a la inclusion de
pacientes, entre el personal sanitario de losHospitales mencionados, familiares
0 amigos de éstos, o individuos que iban a resakizpruebas pre-operatorias para
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intervenciones de cirugia menor de oftalmologiasrioolaringologia, dermatologia
o traumatologia. Todos ellos estaban aparentensamtes y ninguno presentaba
historia personal o familiar de trombosis venosarterial. No se incluyeron
mujeres en tratamiento con terapia hormonal stistto anticonceptivos orales.

De todos ellos se obtuvo una muestra de sangreepastudio genético, y de
un subgrupo de 260 individuos sanos procedentellaigital Universitario de la
Fe, fue posible obtener sangre anticoagulada dmatai para la obtencion de
plasma con el cual realizar las determinaciones dilersos parametros
plasmaticos.

3.1.3. ENFERMEDAD DE BEHCET

El episodio trombdtico en los pacientes con BeHget diagnosticado
siguiendo los criterios de rutina, y previamentscti¢os. Mediante el empleo de
ultrasonografia o venografia de contraste se dggpdola trombosis venosa,
screening pulmonar por ventilacion-perfusion o angiografialngonar para el
embolismo pulmonar, ecocardiografia transesofdgicara la trombosis
intracardiaca, y tomografia computerizada, resdaanagnética y venografia para
la trombosis venosa cerebral. Asi, fueron locab®adn: 7 casos en miembros
inferiores, 1 caso de embolismo pulmonar mas vBaeoicava, 1 caso en seno
cerebral, 1 caso en area intracardiaca derechasalen miembros superiores, y 1
caso embolismo pulmonar mastroke isquémico. Dos de los pacientes
diagnosticados de Behget sufrieron mas de un dpigommbdtico, y cuatro de
ellos sufrieron repetidos episodios de trombofigbit

Ninguno de los pacientes presentaba anticuerpdfstotipidos, cancer,
disfuncién renal o hepatica, o lupus anticoagulaBiiete de los pacientes estaban
tomando corticoesteroides, 5 colchicina, y 5 amtiaxyas, por otra parte, 3
tomaban ciclosporina solamente, 4 combinada coticoesteroides y 2 con
colchicina. Trece no estaban tomando ningun traatmi En el momento de la
toma de muestras, ninguno estaba bajo tratamiemtcanticoagulantesrales, y
ésta se realizo al menos 6 meses después del ¢rn@ntmtico.
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3.1.3.1. EVALUACION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE L A
PROTEINA C EN LA ENFERMEDAD DE BEHGCET Y SU
CORRELACION CON EL RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO
VENOSO

Estudiamos 39 pacientes diagnosticados con lamatixd de Behget (19
hombres y 20 mujeres) con una edad media de 43 afios (media £DE), y
rango de 16 a 74 afios (percentiles 10-90). Loseptes fueron reclutados entre
1990 y 2003 en los Hospitales General y Univelsitéa Fe de Valencia. El
didgnostico se realiz6 siguiendo los criterios@rlpo de Estudio Internacional de
la enfermedad de Behcénternational Study Group for Behcet's diseasetdia
for diagnosis of Behcet's disead®90).

Doce de los pacientes con la enfermedad de Behbéarh sufrido al menos
un episodio trombotico, y fueron remitidos al HaalplJniversitario La Fe para
realizar un estudio de trombofilia.

El grupo control estaba formado por 78 individuessamilar distribucion de
edad y sexo al de los pacientes, reclutado paraele a la inclusion de pacientes
entre el personal sanitario del hospital, famibaneamigos de éstos, o individuos
gue iban a realizarse pruebas pre-operatoriasip@raenciones de cirugia menor
de oftalmologia, otorrinolaringologia, dermatologiatraumatologia. Todos ellos
estaban aparentemente sanos y ninguno presensibashpersonal o familiar de
trombosis venosa o arterial.

De todos ellos se obtuvo una muestra de sangreepastudio genético, y
otra de sangre anticoagulada con citrato, pardt@noién de plasma con el cual
realizar las determinaciones de diversos paramplassaticos.

3.2.- MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras bioldgicas requeridas para los difeseestudios que se
realizaron a los pacientes y controles se obtuniarpartir de sangre periférica, la
cual fue tratada de diferente forma en funciénode¢querimientos de cada uno de
los ensayos. Las muestras de sangre se extrajetrenlas 8 y las 10 de la mafiana
tras un ayuno de 12 horas, en condiciones basatdimigamente estables, o al
menos de 3 a 6 meses tras el evento agudo. Eintesittd con anticoagulantes
orales habia finalizado, al menos, 30 dias antesstiedio. La extraccion de sangre
se realiz6 por puncién de la vena cubital de fonmaraumatica, utilizando agujas
de calibre 21, y recogida en tubgscutainer®siliconados(Becton Dickinson),
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que contenian diferentes tipos de anticoagulamtesrecion de la técnica para la
gue estaban destinados.

3.2.1. MUESTRAS PARA LA EXTRACCION DE DNA

Las muestras de sangre para la extraccion del Difoh anticoaguladas
con EDTA. Tras la extraccion, la sangre se guardopequefias fracciones
adecuadas para su posterior procesado, y se alaranem -80°C hasta su
utilizacion.

3.2.2. MUESTRAS PARA LAS DETERMINACIONES DE
PROTEINAS PLASMATICAS

Para la determinacién de los niveles plasmaticosprgeina C, APC,
SEPCR, TM y GlcCer, la sangre fue anticoaguladaadiwato trisddico 0,129 M.
Posteriormente, la sangre citratada se centrifuy®@0 x g durante 30 minutos a
4°C y el plasma fue alicuotado y almacenado a —88%ta su utilizacion.

3.3.- DETERMINACION DE PROTEINAS DE LA COAGULACIO N Y
LIPIDOS RELACIONADOS: técnicas inmunolégicas

3.3.1. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE APC CIRCULA NTE

Los niveles de APC circulante se determinaron nmelian ELISA tipo
sandwicho de doble anticuerpo, puesto a punto por nugstnoo (Espafia Et al
1996), con ligeras modificacion€¢Sspafia Fet al 2001) y basado en la deteccion
de los complejos de APC con su principal inhibigdrPCl(Espana Fet al 1989b
& 1990).

Brevemente, en un tubo con 0,5 ml de citrato tigH¢D,129 M) se extrajo
4,5 ml de sangre, e inmediatamente después derkcedn se afiadio 46 de
heparina sédica 1000 U/rtiRovi). La mezcla se incub6 a 37°C durante 30 min con
el fin de forzar a que toda la APC del plasma faengzomplejos con el PCI, puesto
gue en presencia de heparina, mas del 95% de laféda@ complejo con el PCI
(Espafia Fet al 1991a & 1991c). Por lo tanto, la concentracioh ammplejo
APC:PCI en el tubo con heparina es la suma de dosplejos APC:PCI ya
presentes en el tubo en el momento de la extraai@dia sangre, y por tanto
circulantesin vivo, y la concentracién de complejos APC:PCI formadsitro en
el tubo a partir de la APC circulante.
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A un segundo tubo de sangre anticoagulada coriccitamo el anterior, se
le afadieron, inmediatamente después de la exdracdbul de una mezcla de
benzamidina-HCI 0,58 MSigma Chem. Co., St Louis, MO, USx¥)D-fenilalanil-
L-propil-L-arginina clorometil cetona (PPACKJihidrocloridrico 0,5 M(Calbiochem,
La Jolla, CA, USA)con el fin de inhibir la APC presente en el tubceemomento
de la extraccion o APC circulante, e impedir quenfise complejos con el PCI.
Asi, la concentracion de complejos APC:PCI en edie es igual a la circulanie
vivo. Por tanto, la concentracion de APC circulantecakeulé a partir de la
diferencia en la concentracion de APC:PClI en Iastdbos.

El ensayo de ELISAsandwichpara la cuantificacion de los complejos
APC:PCI en ambos tubos, utiliza como anticuerpocdptura el anticuerpo
monoclonal anti-PC (C3) a 7 mg/ml. Las muestrasptisma a valorar se
analizaron por duplicado a una dilucién 1/6. Lavaude calibracién se preparo
utilizando diluciones seriadas de una preparacién complejos APC:PCI
purificados de concentracion conocida, y que cdate8,5, 4.25, 2,13, 1,06, 0,53,
0,27 y 0 ng/ml. Como anticuerpo de deteccion dedituin anticuerpo policlonal
anti-PCl conjugado con peroxidada. El desarrollocd®r se produjo tras la
adicion de solucién de revelado (citrato sédicdvDA fosfato sédico 0,2 M; pH
5,0) que contenia 0,4l/ml de HO, al 30% y0,4 mg/ml de O-fenilendiamina
(OPD), deteniéndose la reaccion transcurridos 3tutos mediante la adicion de
H,SO, 4 M. La lectura de la placa se realiz6 a 492 nnurerespectrofluorimetro
MRX'® Revelation(Thermo Labsystems)

Los valores de APC se expresaron en ng/ml. El dirdé deteccién del
ensayo de APC era de 0,1 ng/ml. La variacion irgraterensayo fue inferior al
6% y al 11%, respectivamente.

3.3.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES ANTIGENICOS DE PC

Los niveles de proteina C antigénica se determinarediante un ensayo
ELISA tipo sandwich,disefiado previamentgor nuestro grupo (Hendl 8t al
1991). Brevemente, como anticuerpo de captura $kzoutel anticuerpo
monoclonal anti-PC (C3) a 5fig/ml. Las muestras de plasma a valorar se
analizaron por duplicado a dilucion 1/200, y laveude calibracion se prepard
utilizando diluciones seriadas de 1/100 a 1/32Q@adir de una mezcla de 28
plasmas de donantes sanos, a cuya concentraciB& de le asigné el valor del
100%. Como anticuerpo de deteccion se utilizo dadion IgG de un anticuerpo
policlonal anti-PC conjugado con peroxidasa. Ebdedlo de color se produjo tras
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la adicion de solucién de revelado (citrato sédidoM + fosfato sodico 0,2 M; pH
5,0) que contenia 0l/ml de HO, al 30% y0,4 mg/ml de OPD, deteniéndose la
reaccion transcurridos 25 minutoediante la adicion de,HBO, 4 M. La lectura de
la placa se realiz6 a 492 nm en un espectrofludrinéR X '“ Revelation (Thermo
Labsystems).

Los niveles de proteina C antigénica se expresaoomo porcentaje del
valor de la proteina C antigénica presente en leclkaale 28 plasmas de donantes
sanos. El limite de deteccion del ensayo era del P& variacion intra- e
interensayo fue del 6% y 9%, respectivamente.

3.3.3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EPCR SOLUBL E

Los niveles de sEPCR se determinaron mediante sayenELISA tipo
sédndwich comercial (Asserachrom® sEPCR, Diagnostica Stago, Asnieres,
Francia) Brevemente, a las placas recubiertas con unugngio monoclonal anti-
EPCR humano se afiadié 2Q0pocillo de las muestras de plasmhtenidas a
partir de sangre anticoagulada con citrato, dikidal/51 y por duplicado, y de
diluciones seriadas de calibradot/a /5; 14, 's y 16 , dejando incubar 1 hora a
temperatura ambiente. Después de lavar la plaegéswcon tampoén de lavado, se
afiadié 20Qul/pocillo de anticuerpo secundario anti-EPCR humemgjugado con
peroxidasa y se incubo otra hora a temperaturaesmebiTras 5 lavados, se afiadié
200 pl/pocillo de sustrato de peroxidasa y se dejo selgureaccion durante 5
minutos a temperatura ambiente para el desarrelloalor. La reaccion se detuvo
con 50ul/pocillo de HSO, 1 M. Transcurridos 15 minutos de estabilizacién, |
placa se leyé a una longitud de onda de 450 nmneleator deELISAMRX'®
Revelation (Thermo Labsystems).

La concentracion de sEPCR en cada muestra se debeempartir de la
interpolacion de los valores medios de absorbguetia cada muestra en la curva
de calibracién multiplicando el valor obtenido &dr, correspondiente al factor de
dilucion para cada muestra. Los valores de sEPCBxpeesaron en ng/ml. El
limite de deteccion del ensayo de sEPCR fue degiiinLas variaciones intra- e
inter-ensayo fueron inferiores al 5% y 7%, respectiente.

3.3.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE TROMBOMODUL INA

Los niveles de TM se determinaron mediante un endalyISA tipo
sandwich comercial (IMUBIND® Thrombomodulin ELISA kit, American

- 55 -



Material y métodos

Diagnostica, Stamford, CT, USAEste kit permite la cuantificacion de TM en
plasma humano, suero y cultivos celulares, ya fsafarma completa, truncada
(sTM) o acomplejada con la TM. Brevemente, a lacgd recubiertas con un
anticuerpo primario monoclonal que reconoce losidios EGR-EGF;, de la TM,

se afiadio 20@l/pocillo de las muestras de plasnadtenidas a partir de sangre
anticoagulada con citrato, diluidas a 1/4 y porlidado, y diluciones seriadas del
calibrador a/:; *5; Y14 Y5 y Y16 , dejando incubar 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar la placa 4 veces con tampon dddage afiadié 2Qd/pocillo

de anticuerpo monoclonal de deteccién o secundangugado con peroxidasa, y
gue reconoce los dominios EGEGR; de la TM. Se deja incubar otra hora a
temperatura ambiente. Tras 4 lavados con tampoOmavbeo, se afiadié 200
ul/pocillo del sustrato para la peroxidasa perbd8aBo,5,5 -tetrametilbenzidina
(TMB) y se dej6 seguir la reaccion a temperaturdiame durante 20 minutos
para el desarrollo del color. La reaccion se dettoro100ul/pocillo de HSO, 0,5

M. La placa se leyd a una longitud de onda de 4B0 en un lector de
ELISAMRX'® Revelation (Thermo Labsystems).

La concentracion de TM en cada muestra se determimpgartir de la
interpolacion de los valores medios de absorbgpenia cada muestra en la curva
de calibracién, multiplicando el valor obtenido giorcorrespondiente al factor de
dilucion para cada muestra. Los valores de TM peesaron en ng/ml. El limite de
deteccion del ensayo fue de 0,300 ng/ml. Las viarnas intra- e inter-ensayo
fueron inferiores al 4,5% y 5,8%, respectivamente.

3.3.5. DETERMINACION DEL NIVEL ANTIGENICO DE
PROTROMBINA

El nivel antigénico de PT (PTag) se determiné madiain ensayo ELISA
tipo sandwich Brevemente, como anticuerpo de captura se utdlzanticuerpo
policlonal anti-PT human@=nzyme Research Laboratories, South Bend, IN, USA)
a 0,01 mg/ml. Las muestras de plasma a valoranaearon a dilucion 1/10.000 y
1/20.000, y la curva de calibracion se prepardzatido una mezcla de 40 plasmas
de donantes sanos a diluciones seriadad/seg 10006 20006 40006 s0000 Y
Y 160000 COMO anticuerpo de deteccién se utiliz6 un astigol policlonal anti-PT
humano(Enzyme Research Laboratories, South Bend, IN, Ucohjugado con
peroxidasa y diluido a 1/300. El desarrollo de csl® produjo tras la adicion del
sustrato para la peroxidasa, OPD. Transcurridosii2bitos la reaccion se detuvo
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mediante la adicién de,HBO, 4 M. La lectura de la placa se realizé a 492 nraren
espectrofluorimetré1RX'“ Revelation (Thermo Labsystems).

Los niveles de PTag se expresaron como porcentaja doncentracién de
la protrombina presente en la mezcla de 40 plag@ma®nantes sanos, al que se le
asigno un valor del 100%. La variacion intra- eiahsayo fue del 4,8 a 6,5% vy 6,7
a 8,9%, respectivamente.

3.3.6. DETERMINACION DEL NIVEL FUNCIONAL DE PROTRO MBINA

Los niveles funcionales de PT (PTact) se determmanediante el test
automatizado del tiempo de protrombindnstrumentation Laboratory
Company) modificado, incluyendo plasma humano deficiente Fle de la
coagulacion.

3.3.7. DETERMINACION DE LOS NIVELES DEL FRAGMENTO 1+2 DE
PROTROMBINA

Puesto que los niveles de sEPCR dependen en par® generacion de
trombina, se midieron los niveles del fragmento YF2+2) de la PT, como
estimadores de dicha generacion. Los niveles d& Bé-teterminaron mediante un
ELISA tipo sandwich comercial (Enzygnost® F1+2 micro, Dade-Behring,
Marburg, Germany)en plasma obtenido a partir de sangre anticoagutamh
citrato.

Brevemente, como anticuerpo de captura se utilizdé anticuerpo
monoclonal de ratdn especifico del fragmento Flwghdno. Como anticuerpo
secundario se utilizd un anticuerpo monoclonal -prdgtrombina humana
conjugado con peroxidasa. El sustrato cromogénid@zado fue TMB, y la
reaccion se paré mediante la adicién d8®j.

Los niveles de F1+2 se expresaron en nmol/l. Eriado de deteccion del
ensayo fue de 0,02 a 1,2 nmol/l, con una variagitra- e interensayo inferior al
6% y 9%, respectivamente.

3.3.8. DETERMINACION DE OTROS PARAMETROS BIOQUIMIC OS

Los niveles de colesterol total, HDL-colesterol, L-Evlesterol, glucosa y

.....
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mediante técnicas enzimaticas, utilizando Aeltoanalizador DAX 72 (Bayer
Diagnostics Division, Tarryton, New Cork, USA).

3.3.9. DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE
GLUCOSILCERAMIDA

La determinacion de los niveles plasméticos deingsfipido neutro
glucosilceramida (GlcCer) se realiz6 mediante ctografia liquida de alta
presion (HPLC), utilizando un sistema de HPLC detafég\Waters Corporation,
Milford, MA), acoplado a un sistema de deteccion por evaporgailispersion de
la luz (ELSD Systenfedex-55Sedere, Vitry sur Seine, Frangiae acuerdo con
la técnica descrita por Deguchi et al (Degucldttdl, 2000 & 2001).

En el sistema de HPLC-ELSD, a diferencia del aigdligor HPLC
convencional, la muestra es analizada mediante oea@ipn-nebulizacion,
convirtiendo el eluido que circula en el sistemauea nube de microparticulas,
gue son cuantificadas en funcién de la dispersi®radluz que cada particula
genera, siguiendo la ecuacién exponencial:

=k mP

dondel es la intensidad de la luk,y b sonconstantes cuyo valor depende de las
condiciones experimentales del ensayo (temperatataraleza de la fase movil,
etc.), ym es la masa de las microparticulas dispersadas.

Este sistema proporciona un método universal pasaparacion y deteccion
de lipidos y fosfolipidos, sean de naturaleza adtuo insaturada. Puesto que son
moléculas con grupos funcionales no polares, esparacion se produce en
funcion de su polaridad, eluyendo de menor a mapbaridad, o de menor a
mayor interaccion con la fase estacionaria de lanwoa de HPLC, normalmente
silice. Para ello, se genera un gradiente de plaldrgracias al cual los lipidos
eluyen de la columna separdndose con la sufictist@ancia para poder diferenciar
cada tipo, y que denominamos fase movil del sistdtate gradiente se consigue
aplicando diferentes proporciones de solventes rgwldinteracciones con la
columna méas débiles y por tanto disuelven) y nanesl (interacciones con la
columna més fuertes y por tanto absorben). Estamsno de separacion de las
moléculas se denomina analisis en fase reversaavcain.

Ademas, la seleccion de los solventes debe tenemanta la compatibilidad
entre la polaridad de los grupos funcionales gquepomen la muestra y la
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polaridad de los solventes, a fin de crear el gradi 6ptimo que permita la
correcta elucion de los lipidos, y su absorbaneis payos UV, puesto que la
deteccion de lipidos ocurre a una longitud de aa205 nm, que es el punto de
corte o limite de absorbancia para los solventessdd superior a 205 nm aumenta
el ruido de fondo y la linea base del cromatogramapudiendo diferenciar los
picos para cada lipido tras el analisis.

Los solventes empleados fueron:

* SOLVENTE A (apolar): Cloroformo o CH¢l

* SOLVENTE B (polar): Metanol o MeOH,

* SOLVENTE C (solucién de lavado): mezcla compuestayma solucion
con 90% Metanol + 10% Agua destilada 0,@H+ 0,1% Acido Nitrico o
HNO;, y

* SOLVENTE D (polar): Agua destilada o ¢Bl,

todos ellos de un grado de pureza para HPLC, ydagsensibilidad del sistema es
inversamente proporcional al ruido del solventégmainado por sus impurezas.

Para la cuantificacion de la GlcCer se empleé lansna para HPLG-
Porasil™ (Waters Corporation, Milford, MA) acoplada a una columna de
seguridad universalWaters Corporation, Milford, MA)La u-Porasil™ es una
columna de acero rellena de silice, de dimensi8rgeg 300 mm, para un tamafio
de particulas de 1;@m y 125 A de tamafio de poro.

Es importante establecer la linea base o sefialtelesidad que aparece por
defecto en el detector, minimizando asi el erroa pa deteccion de la intensidad
de cada particula que compone la muestra, y quespanmdera con la sefal
obtenida para la proporcién de solventes en camuisi iniciales de trabajo.

Tras la cuantificacion de los lipidos que contieada muestra, es necesario
realizar un programa de lavado de la columna, eangie solventes que eluyan
cualquier particula absorbida por la columna, gnddareparada para el andlisis
de una nueva muestra.

A continuacion se describen con detalle las etdpbensayo:
a) Extraccion de lipidos y lipoproteinas

La extraccion de los lipidos y lipoproteinas plaicad se realiz6 segun la
técnica descrita previamente (Deguchét-hl, 2000) :
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al) Se introdujo 10Qu de plasma citratado en un vial de vidrio de 2ynske
afadié 20Qu de tampdn TBS. Es preferible el uso de este tangpdugar
de agua, ya que mejora la O6smosis y facilita laase@on de los
componentes de la muestra en las diferentes fases.

a2) Al plasma diluido se le afiadié 8@0de cloroformo y 40Qu de metanoal,
utilizando jeringas Hamilton de aguja intercambgatxbn bisel y adaptador
a rosca, y émbolo de tefloivicroliter 700S Syringe, Hamilton)para
evitar la corrosion, disolucidon y contaminacion gilstico de las pipetas
en la muestra. El vial se cerr6 con un tapon dérn€fVhite Urea F217/
Teflon Lined Caps, 8-425, National Scientific Compg para evitar la
corrosién y dilucién por el cloroformo.

a3) La mezcla se agité durante 20-30 s y se colocGedm thurante al menos 3
minutos.

a4) La mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 20@) formandose tres
fases: fase superior 0 acuosa con el tampo6n y piitanetanol, fase
intermedia o fina capa blanquecina con las protejma&cipitadas, fase
inferior u orgénica, de color amarillento y mezdametanol, cloroformo
y lipidos.

ab) Mediante una jeringa Hamilton se recogio la faseriar, dejando siempre
un pequefio volumen para evitar la contaminacidnperoteinas, y se paso
a un nuevo vial de vidrio. La solucion se desegoritrogeno gaseoso y el
extracto lipidico se guardd a —70°C hasta su analis

b) Deteccién HPLC-ELSD para el analisis de la GlcCer

Las condiciones establecidas para nuestro antilesisn:

bl) La presioén limite durante el flujo se fij6 a 4000.

b2) La desgasificacion de los solventes se realizé eamglo Helio gaseoso.

b3) La temperatura para el andlisis de la GlcCer lanfijs a 50°C,
correspondiendo a la temperatura de la camaraagmeacion.

b4) Como gas nebulizador empleamos nitrégeno, a urséprde 2 bares.

b5) La velocidad e intensidad del flujo de los solverggr el sistema variaba
en funcion de la etapa de elucién, de 0,1 0 3 ml/mi

b6) Los gradientes utilizados para la correcta elugiGseparacion de los
lipidos se generaron mezclando diferentes propuesiale cloroformo,
metanol, acido nitrico y agua. Esta proporcion avaégun estemos
analizando la muestra o en fase de lavado de leneal, al igual que el
tiempo de andlisis.
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b7) El lavado de la columna se llevd a cabo con el esubs polar
dimetilsulfoxido (DMSO).

b8) Los diferentes programas establecidos para laificganton de lipidos y
lavado de la columna quedan resumidos en las Tal8e& 1y 3.3.9.2

TABLA 3.3.9.1. PROGRAMA HPLC - ANALISIS DE LAS MUESTRAS: ex tractos lipidicos

plasmaticos (10Qul; 34 min).

TIEMPO | FLUJO [ SOLVENTE [ SOLVENTE [ SOLVENTE [ SOLVENTE
min) | (mi/min) | A (%) B (%) C (%) D (%)
0 3 88 11 0 1
2 3 88 11 0 1
10 3 0 100 0 0
15 3 0 0 100 0
20 3 88 11 0 1
26 1 88 11 0 1
30 0 0 100 0 0

TABLA 3.3.9.2. PROGRAMA HPLC - LAVADO con DMSO entre cada muestra de extractos

lipidicos plasmaticos, para la limpieza de la colurma (300pl; 24 min).

TIEMPO | FLUJO | SOLVENTE | SOLVENTE | SOLVENTE | SOLVENTE
(min) (ml/min) A (%) B (%) C (%) D (%)
0 3 88 11 0 1
2 3 88 11 0 1
10 3 0 100 0 0
15 3 0 0 100 0
20 3 88 11 0 1
26 1 88 11 0 1
30 0 0 100 0 0

b9) EIl volumen de inyeccion era de 1(0para las muestras con el extracto
de lipidos plasmaticos, y de 3(0para el DMSO. Ademas, la inyeccion
de las muestras se produjo alternando pacientesityotes, de forma
que el orden quedo: control-DMSO-paciente-DMSO-mnetc... Cada
5-10 muestras inyectamos ademas, una muestra etexipidico del
pool de plasmas normal o control, que nos servira de@adnterno.

b10)Las condiciones iniciales de trabajo se corres@ondton una
proporcion de solventes: 88%A + 11%B + 0%C + 1% ona sefal
en torno a 130-140 mV, que tomamos como valor cBespués,
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fijamos la escala del cromatograma mediante ettelee la intensidad
0 aumento de sefial para un valor de 11, que sespamdia con una
linea base de 120 mV.

b11) El sistema para el almacenaje y tratamiento deelsgsitados empleado
es el softwardillenium 32, suministrado por Waters, que nos permitio
transformar la intensidad de la sefial obtenida pada microparticula
en un cromatograma, donde obtenemos los diferemqiEe®s
correspondientes a cada lipido eluido (glicolipido&lcCer,
Lactosilceramida o] Gb4cCer; fosfolipidos: fosfatidiina,
lisofosfatidilcolina, PE, esfingomielina, fosfalgkrina, fosfatidil-
inositol, cardiolipina, fosfatidilglicerol y acidfosfatidico; colesterol o
acidos grasos libres).

c) Preparacion de las muestras

Para al andlisis de cada muestra, al vial con ¢lae® de lipidos
plasmaticos desecados le afiadimos 80t cloroformo, y lo filtramos utilizando
filtros de un tamafio de poro de 0@ (Non-sterile 4mm MILLEX-FG Syringe
Filter Unit, Millipore). Durante la filtracion, la muestra pasaba a o tonico de
precisién de vidrio (Precision Polysring Insert, 300UL, National Sciint
Company, acoplado al vial para el analisis en el inyeetsiomatico, y tapado con
discos de poliestireno para evitar la evaporaciénlad muestra solubilizada en
cloroformo.

d) Determinacion de la concentracion de GlcCer en plasa

Tras el anadlisis y monitorizacion de las diferentetensidades de las
particulas que componen los extractos lipidicosalda muestra, se obtiene un
cromatograma, con diferentes picos, correspondieatecada particula lipidica
eluida durante el analisis.

En nuestro analisis el pico correspondiente a C&1 aparecio en torno a
los 6-7 minutos de elucién. La identidad de cada file confirmada previamente
por el grupo de Deguchi y colaboradores (2000) armdi cromatografia en capa
fina (TLC) y MS, empleando GlcCer purificada. Ek@icorrespondiente a la
GlcCer se obtuvo a los 4,1 minutos (Deguchettal 2000 & 2001; Kundu Sket
al, 1981).

Una vez identificado el pico, y utilizando el pragraMillenium 32, que nos
permite conocer diferentes parametros del picacaeleado (tiempo de retencion,
area, porcentaje del area (%), altura del picgpoyde pico), se selecciona y delimita
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el pico correspondiente a la GlcCEigura 3.3.15.1 Una vez conocida el area, y por
interpolacién en la curva de calibracion, se caltalconcentracion de GlcCer de cada
muestra, empleando las ecuaciones:

Y=A X°B

log Y =log (A" X®) =log A + B log X

B 'logX=logY-logA

logX=(logY-logA)/B

dondeA y B son dos constantes, cuyos valores se obtuviepamtia del ajuste de
la curva de calibraciorX es la concentracién de GlcCeag], eY el area del pico
identificado para la GlcCer. Asi [GlcCer (ug)] = 10! (o9 AREA -log A) / B]

e) Determinacion de la curva de calibracion para GlcCe

Ademéas de la cuantificacion de la GlcCer, y utilida el mismo
cromatograma, es posible medir la concentraciéripielo PE. Este lipido eluye
entre los 12-16 minuto$-igura 3.3.9.), y para su cuantificacién preparamos una
curva de calibracién que nos permita cuantificatdda GlcCer como la PE. Para
ello, empleamos umpool de plasmas control comerci@gfiuman Plasma Pooled
Normal, GEORGE KING BIO-MEDICAL, Incly GlcCer y PE purificadas,
realizando todo el proceso en la camara fria, ya @ubajas temperaturas el
cloroformo no se evapora, evitando asi cambiod galemen y concentracion de
las muestras.

Es aconsejable determinar una curva de calibrgmada la GlcCer antes de
iniciar el analisis, a mitad y al final del an&igle las muestras, con el fin de
asegurarnos que no se han modificado las condxidelesistema durante todo el
analisis. En la determinacion de las diferenteyasude calibracion, empleamos
siempre la misma solucién de trabajo de GlcCery PE
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Figura 3.3.9.1.Cromatograma obtenido tras el analisis de una maudstextracto lipidico en el sistema HPLC-ELSD.
Ademas, en las figuras inferiores observamos elldete los picos eluidos paaq GlcCer yb). PE.
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Los pasos a seguir fueron:

el) Se resuspendié 1 vial de GlcCer purificada UCO-CEREBROSIDES
from Human (Gaucher’s) Spleen; 1mg; SIGMAbtro de PE purificada
[L-o-PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE TYPE IlI: from Egg Yolk,
Approx. 98% (TLC); 5mg; SIGMAén 1 ml de cloroformo, teniendo unas
concentraciones finales de 1 mg/ml de GlcCer y Smhgle PE. A
continuacion preparamos diluciones seriadas a déhOcloroformo, hasta
llegar a unas concentraciones finales de GlcCetOdeg/ml y PE de 50
ug/ml.

e2) En 1 vial de extracto lipidico de plasma controhfadié 1 ml de GlcCer a
10 pg/ml y 1 ml de PE a 5@g/ml teniendo asi una solucién con una
concentracion final de 5ug/ml de GlcCer y 25ug/ml de PE,
incrementando aproximadamente un 6% la concentrdiriél debido a la
concentracion de GlcCer y PE propia enpebl de plasma control. Se
repitié la operacion con otro vial de extractodipd de plasma control,
con el fin de tener cada muestra por duplicado.

e3) La solucidén se paso por filtros de 020 y se distribuy6 en 6 alicuotas de
300ul en tubos conicos de precision de vidrio. Los tube taparon con un
disco de poliestireno para evitar la evaporaciétadeuestra.

e4) Una vez preparadas las alicuotas, se inyect6 sistema de HPLC-ELSD
diferentes volumenes de cada alicuota por duplicad@lizando asi
diferentes concentraciones de GlcCas{A 3.3.9.3).

TABLA 3.3.9.3. Volumen de inyeccion y concentraciénal GlcCer y PE purificadas
para elaborar la curva de calibracion.

VOLUMEN A CONCENTRACION CONCENTRACION
INYECTAR (pl) DE GlcCer (pg) DE PE (u9)
5 0,027 0,133
10 0,053 0,265
20 0,106 0,530
40 0,212 1,060
80 0,424 2,120
160 0,848 4,240
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e5) Tras la medida del area del pico para la GlcCerky $& represento
graficamente los valores obtenidos para cada ctnacéin de GlcCer y
PE, y se ajustd la curva resultante empleando agrgma informatico
GraphPad Prism 4.0 mediante la férmula:

Y=A" XB

Asi, se calcularon los valores para las constahte®, necesarias para extrapolar
los valores del &rea tras analizar las muestragxtiactos lipidicos, y poder
determinar asi la concentracion de GlcCer yHgufas 3.3.9.2 'y 3.3.9)3

1.0x10 %71
1000000}
®
o
M
100000} Y=A*X"
siendo: A=1,0835* 10°
B= 1452
10000 !

|
0.1 1
GlcCer, pug
Figura 3.3.9.2.Curva de calibracién obtenida tras ajuste de lbmes del area

del pico y concentracion de GlcCer, que nos peaidniél calculo de las
constantes A y B, y la posterior estimacion de dmcentracion de este

glicolipido.
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10000 - | B= 1'83.3
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Figura 3.3.9.3.Curva de calibracién obtenida tras ajuste de lbmes del area
del pico y concentracion de PE, que nos permiticileulo de las constantes A
y B, y la posterior estimacion de la concentradéreste glicolipido.
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3.4.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.4.1. EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

Para la realizacion de los diferentes estudiosaedia molecular, aislamos
el DNA gendémico de doble cadena de los leucocites sdngre periférica
anticoagulada con EDTA de los individuos estudiaéhasa ello empleamos el kit
comercialWizard Genomics DNA Purification Kit (Promega, Iyametics).

El proceso de aislamiento de DNA consta de 4 etofisisas:

1. Disgregacion de la muestra.En funcion del tipo celular del que se
pretende aislar el DNA, existe una primera fasdigie especifica de las
especies celulares que no interesan, disgregaeilafac eliminacion de la
matriz extracelular, etc. Asi, a partir de la sange van lisando y
eliminando los eritrocitos, quedando intactos &g bcitos.

2. Lisis celular. Basada en el empleo de detergentes que destrayen |
membrana celular, liberando el contenido nuclearxkrior. Asi, los
leucocitos y su ndcleo son lisados y solubilizadyscionalmente se puede
degradar el RNA mediante incubacién con una RNasa.

3. Desproteinizacion.Es la fase de eliminacion de las proteinas megliant
precipitacion salina, quedando los restos celulemesentrados en el fondo,
mientras que el DNA gendmico permanece intactemrcin.

4. Precipitacion _del DNA. Una vez purificado el DNA del resto de
componentes celulares, se precipita con isoproparglido de un lavado
con etanol, y finalmente se resuspende en unaiéoltaamponada donde se
mantiene en las condiciones Optmas hasta su otdiza

Una vez aislado, se determind la concentraciorDéi&h mediante medida
de la absorbancia a 260 nm en el espectrofotoméetramDrop™ 1000 (Thermo
Scientific). El rendimiento medio del proceso de extraccionDdWA gendmico
humano con este kit a partir de un volumen inideaB0Oul de sangre total, era de
5 a 15ug de DNA, aunque dependia de la cantidad de lelosopresentes en la
muestra. Seguidamente se prepar6 una solucidéalugdra una concentracion de 7
ng/ul y se almacend el resto del DNA a -20°C puitaresu degradacion.

3.4.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fseritleen 1985 por Kary
B. Mullis, que disefié una manera sencilla y elegalet sintetizain vitro grandes
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cantidades de un fragmento especifico de DNA, lsénen el procedimiento que
la célula emplean vivo. Mediante este método enzimético una DNA polineras
sintetiza multiples copias de un fragmento de DN#aair de dos oligonucledtidos
sintéticos o cebadores complementarios a cada hnadide en los extremos de la
zona que queremos amplificar, y una mezcla coruasro desoxiribonucledsidos
trifosfato (ANTPs). La reaccién consta de la suresie una serie de ciclos en los
gue tiene lugar la desnaturalizacion del DNA moldediante elevadas
temperaturas, la posterior hibridacién de los celealy la elongacién del DNA
por parte de la DNA polimerasa en direccion 3" deac monohebra molde,
originandose una acumulacion exponencial de fragmsede DNA, puesto que los
productos de un ciclo son utilizados como moldeci#b siguiente, alcanzandose
asi un nimero de copias finales de dendon el nimero de ciclos. El proceso se
lleva a cabo en un termociclador, que realiza laslmos de temperatura
necesarios para cada ciclo de forma rapida, adeledgermitir establecer un
namero de ciclos deseado.

El correcto disefio de la secuencia de oligonudeéttebadores es esencial
para el funcionamiento de la reaccién y la obtandé un producto especifico.
Ademas, las condiciones de amplificacion de cadgnfiento génico deseado
deben disefarse empiricamente. Actualmente exidifementes programas de
ordenador capaces de disefiar los cebadores pafeafpsentos que deseemos
amplificar. En nuestros estudios empleamos el progOLIGO 4.0 o Primer3
WWW primer tool (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/ primer3_wwiy.o
v0.4.0. (http:// frodo.wi.mit.ed/ o Primer3Plus (http://www.bioinformatics.
nl/cgi-bin/ primer3plus/primer3plus.ggpara su disefio, y los progran@klGO
CALCULATOR  (http:/micro.nwfsc.noaa.gov /protocols/oligoTMcattnt) vy
OLIGO PROPERTIES CALCULATOR (http:/www.basic.nwu.edu/biotools
[oligocalc.htln) para el analisis de sus caracteristicas y cobifiddides.

Es importante asegurar la especificidad de losonligleétidos disefiados.
Para ello, se compara la secuencia disefiada c@s loi@sdatos compuestas de
todas las secuencias de DNA disponibles en la \&@iprobando que no existe
homologia con otras regiones del genoma humanm Rllede realizarse
utilizando, por ejemplo, el programBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

blast/Blast.cgi

Ademas del correcto disefio de los cebadores, etast® una serie de
factores a tener en cuenta para obtener unosaessltle PCR de gran eficiencia y
especificidad:
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1. Concentracion del DNA molde de partida, siendo écomendable
afadir a cada reaccion 5-10 ng de DNA gendmico.

2. Composicion y concentracién salina del tampon eatdueen la
reaccion, que suele variar, pero generalmente emntcationes K(KCI)
gue se unen a los grupos fosfato del DNA estabitigala union de los
cebadores al molde, y/o NH[(NH.,),SQ] que interacciona y desestabiliza
los puentes de hidrogeno débiles formados entesbaal apareadas.

3. pH del agente tamponante, normalmente Tris-HOhdsieel pH ideal de
8,4, aunque para la amplificacién de fragmentos larg®s es mejor un pH
9,0.

4. Concentracion de Mg determinado por la concentracion de MgCl
Este i6n es necesario como cofactor de la Tag polisa y, a su vez,
estabiliza la hibridacién cebadores-molde. Se rémoda utilizar una
concentracion final de 1,5 a5 mM de 21\7lg

5. Empleo de agentes coadyuvantes que aumentan émientb y/o la
especificidad de la reaccion. Entre ellos teneralimimina de suero bovino
(BSA) acetilada, que estabiliza la Taq polimerasgndose a los sitios
inespecificos del molde y dejando libres los edpesi para la enzima;
DMSO o Solucion Q (QIAGEN) que facilitan la amptdicion de
secuencias ricas en GCs, al facilitar su separagigticerol o Nonidet P40
(NP40). La concentracion de cada coadyuvante ndebe superar el 10%
(vol: vol) del volumen final de la reaccion de PCR.

6. Concentracién de los dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTEiendo
recomendable utilizar una concentracion final d& M de cada dNTP,
aunque la amplificacion de fragmentos largos requiena mayor
concentracion, que nunca debe ser superior a 1,5 mM

7. Concentracién de los cebadores, que suele sera 200 nM de cada
cebador. Una elevada concentracion de cebadordagda a un mayor
rendimiento, aunque puede inhibir la reaccion pdodmerizacion.

8. Tipo de Tag polimerasa necesaria y unidades a emi@e recomienda
utilizar 1-1,5 unidades del enzima.

9. Temperaturas y tiempos en los diferentes pasoa datcion, asi como
el numero de ciclos de amplificacion necesarioa patener el rendimiento
adecuado, que se comprobara experimentalmente.

La amplificacion de los diferentes fragmentos derés se realizé en placa
para PCR transparente de 96 pocillos de 0,2 mlaemen (Eppendorf AG,
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Hamburg, Alemania) Los termocicladores empleados fueron el Touchgene
Gradienty el TC-412Techne)

Todas las reacciones se prepararon en hielo,anilz guantes y material
estéril, asi como un juego de pipetas exclusivaa BCR. Ademas, para la
amplificacién de un mismo fragmento en diferentegestras se preparé una
mezcla con todos los componentes necesarios papdifiean el total de las
muestras, excepto el DNA distribuido previamenteasta pocillo.

3.4.2.1. Amplificacion del exdn 4 del gen del EPCR

Las condiciones de amplificacion del exén 4 del geh EPCR fueron
establecidas previamente (Medinatfal, 2004).

Las condiciones y componentes para dicha ampliodceron:

PCR EPCR EXON 4 (EPCR 4) (313pb)

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min.
32 ciclos sucesivos de:

94°C 45seq.

55°C 45seq.

72°C 45seq.
Extension final: 72°C 4 min.

Almacenaje a 4°C.

COMPONENTES EPCR 4 VOL (pl)
DNA (7 ng/ul) 3
Tampon Leiden (10X) 5
DMSO 5
BSA (Img/ul) 5
dNTPs (10 mM/cada uno) 1,3

Primer 5" EPCR4-F (10 pmol/ul) 11
Primer 3 EPCR4-R (10 pmol/ul) 1,1

Taq polimerasa (5 U/pl) 0,3
ngO 2814
Volumen final 50

Las principales caracteristicas del par de cebadempleados en la reaccion,
guedan resumidas en la tabla 3.4.2.1
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3.4.2.2. Amplificacion del fragmento del gen de la TM que
incluye las regiones EGF y Ser/Thr de la trombomodina

Las condiciones de la PCR para la amplificacionfdgmento del gen de la TM
gue incluye la region con el dominio EGF y partelaleegion rica en Ser/Thr, y
gue denominamos fragmento |, fueron establecidagigmente, obteniendo dos
tamafios de amplificado diferentes segun la técaieaplear para el genotipado
del polimorfismo de interés en este gen.

Las condiciones y componentes para dicha ampliodceron:

PCR TM fragmento | (TMI)(630pb)
(Secuenciacion directa)

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min.
32 ciclos sucesivos de:

94°C 45seg.
62,5°C 45seq.
72°C 45seg.

Extension final: 72°C 4 min.
Guardamos a 4°C.

MPONENTES TMI
(ggcuergziacién d?recta) Vel ()

DNA (7 ng/ul) 3
Tampodn ST (10X) 5
dNTPs (10 mM/cada uno) 1
Primer 5° TM16 (10 pmol/ul) 0,3
Primer 3 THRMOD2 LEIDEN (1485 ng/ul) 0,135
Taq polimerasa (5 U/ul) 0,3
dH20 40,27

Volumen final 50
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TABLA 3.4.2.1. CARACTERISTICAS DE LOS CEBADORES EMPLEADOS PARA AMPLIFICAR EL EXON 4 DEL GEN DEL EPCR

N Temperatura |[Tamafio del G
p PAREJAS DE CEBADORES TAMANO |CONTENIDO GC . - . DE
EXON e e ot POSICION PM de annealing | amplicén

(secuencia 5a 3) (pb) (%) C) (pb) SECUEN-

P CIACION
EPCRA4-F: 20 45 4427-4446 | 6132,08 50

4 GCTTCAGTCAGTTGGTAAAC 314 EPCRA4-E
EPCRA-R: 20 55 4740-4721 | 6124,05 54

TCTGGCTTCACAGTGAGCTG

TABLA 3.4.2.2. CARACTERISTICAS DE LOS CEBADORES EMPLEADOS PARA AMPLIFICAR EL FRAGMENTO IDELGENDEL A
TROMBOMODULINA

» TECNICA
REGION PAREJAS DE CEBADORES TAMARIO [ CONTENIDO | ocicion | o g:rgrﬁ’ﬁg‘i’r:a ;"’:Lml‘i'%gédne' DE
de la T™M (secuencia 5'a 3) (pb) GC (%) (°C) 9 F(Jb) GENO-
P TIPADO
TMI-F (TM23) 20 55 1377-1396 |6083,96 54
EGF+ |CGGTACCTTCGAGTGCCAAT 153 SSCPs
Ser/Thr
TMI-R (TM24) 20 65 1529-1511 [6232,08 58
ACGGCCGGAGGAGTCAAGGT
TMG-F (TM16) 20 65 1034-1053 | - 58 SECUEN-
EGF+ |GTGGCTTCGAGTGCCACTGC 630 CIACION
Ser/Thr
THRMOD2 LEIDEN-R 26 58 1663-1638 . 63 DIRECTA
CGCACTTGTACTCCATCTTGGCCCTG
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PCR TM fragmento | (TMI)(153pb)
(SSCPs)

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min.
32 ciclos sucesivos de:

94°C 45seg.

63°C 45seq.

72°C 45seq.
Extension final: 72°C 4 min.

Almacenaje a 4°C.

COMP(%NSI(E:NP'IS')ES T™I VOL (pl)
DNA (7 ng/ul) 3
Tampon ST (10X) 5
dNTPs (10 mM/cada uno) 1
Primer 3" TM23 (10 pmol/ul) 3
Primer 5" TM24 (10 pmol/ul) 3
Taq polimerasa (5 U/pl) 0,3
dH,O 34,7
Volumen final 50

Las principales caracteristicas de cada parejaebadores empleadas en cada
reaccion, quedan resumidas en la tabla 3.4.2.2.

3.4.2.3. Amplificacion de los 9 exones que componen el ger th
glucosilceramida sintasa (UGCG)

Para la deteccién de los polimorfismos en el gela déGCG utilizamos los
pares de cebadores descritos por Beutler y coldbma (2002), que amplifican
cada uno de los 9 exones que componen el gen gotasspondientes regiones
intrénicas flanqueantes.

Inicialmente optimizamos las condiciones de angadion de estos 9
fragmentos. Para ello, realizamos una amplificacon 5 tampones de PCR de
diferente composicion con el fin de determinar dasdiciones salinas, de pH y
concentracion de Mg méas adecuadas (Sambroocket)al 1989c). También
programamos una reaccion de amplificacién con tesmptemperaturas estandar,
empleando una temperatura de hibridacion iniciabliga la Tm méas baja de la
pareja de cebadores. Los 5 tampones utilizadoslaaudiferentes amplificaciones
de los fragmentos fueron:
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 Tampdén G (PCR Buffer, Invitrogen), compuesto por Tris-HCI 20
mM pH 8,4, KCI 50 mM y MgGl 1,5 mM.

» Tampon Q (PCR Buffer, Qiagen) compuesto por KCl y (NpLSO,,

y 1,5 mM de MgQ). Ademas, debe afadirse el coadyuvante Soluciéon Q
(20X).

* Tampon Leiden, compuesto por 10% DMSGigma Chemical Ca.)
5 pl de BSA 1 mg/mi(New England Biolabs)Tris-HCI 67 mM pH 8,8,
(NH,).SO, 16,6 mM, EDTA-Na 6,7 uM, MgCl, 6,7 mM y (-
mercaptoetanol 10 mNSigma Chemical Ca.)Ademds, deben afadirse
en la reaccion los coadyuvantes BSA (1uf)g/ DMSO.

* Tampon P, compuesto por Tris-HCI 75 mM pH 9,0, (WSO, 20
mM, MgCl, 1,5 mM y 0,01% Tween-2@5igma Chemical Ca.)

e Tampdn ST, compuesto por Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, 0,1% Triton X-100 o DMSO y 0,01% gelatifiaigma
Chemical Co.)

Tras analizar los resultados en gel de agarosagiesas el tampdén que
produce una amplificacion del producto mas espmegify con un elevado
rendimiento. En aquellos casos en que no se obhimgun producto de
amplificacién, reajustamos las condiciones, biendia@e disminucion de la
concentracion de cebadores si se habian formadodega cantidades de
heterodimeros, mediante la adicibn de agentes owadies a diferentes
concentraciones, o bien ajustando la temperaturehidedacion del par de
cebadores con un gradiente de forma que las msestutmdas en cada fila del
blogue son incubadas a una temperatura diferenteitpmndo la rapida valoracion
de hasta 12 temperaturas de amplificacién difesegteun Unico ensayo.
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Asi, los componentes y condiciones para la amptfin de los 9 exones de

la UGCG fueron:

CONDICIONES PCR UGCG

Desnaturalizacion inicial: 94°C 4 min.
32 ciclos sucesivos de:

Temperatura de annealing especifica 45seg.
de cada fragmento
72°C
Extension final: 72°C
Almacenaje a 4°C.

94°C 45seq.

45seqg.
4 min.

Tm = 67°C (GC1 623 pb)

Tm = 60°C (GC2 416pb) ; (GC7 510pb)

Tm =58°C (GC3 502pb) ; (GC4 378pb) ; (GC5 428pb);
; (GC6 434pb) ; (GC8 409pb) ; (C&S!pb)

PCR GC1 (623 pb)

PCR GC3 (502pb) ; GC4 (378pb) ;
GC7 (510pb)

COMPONENTES V(ﬁl')' COMPONENTES VOL ()
DNA (7 ng/ul) 3 DNA (7 ng/pl) 3
Tampon Q (10X) 5 .

T P (10X 5

Solucién Q 10 ampon P (10X)
dNTPs (10 mM/cada uno) 1 dNTPs (10 mM/cada uno) 1
Primer 5" GC1-F 3 Primer 5” GC3-F; GC4-F; 3
(10 pmol/ul) GC7-F (10 pmol/ul)
Primer 3" GC1-R 3 Primer 3" GC3-R; GC4-R; 3
(10 pmol/ul) GC7-R (10 pmol/ul)
Taq polimerasa (5 U/ul) 0,25 Taq polimerasa (5 U/pl) 0,3
dH,0 24,75 dH,0 34,7

Volumen final 50 Volumen final 50
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PCR GC2 (416pb) ; GC5 (428pb) ;

GC6 (434pb) ; GC9 (584pb) PCR GC8 (409pb)

COMPONENTES VOL (pl) COMPONENTES VOL (pl)
DNA (7 ng/ul) 3 DNA (7 ng/ul) 3
. Tampon G (10X) 5
T ST (10X 5
ampon ST (10X) MgClI2 15
dNTPs (10 mM/cada uno) 1 dNTPs (10 mM/cada uno) 1
Primer 5" GC2-F; GC5-F; 3 Primer 5" GC8-F 3
GC6-F; GC9-F (10 pmol/ul) (20 pmol/ul)
Primer 3" GC2-R; GC5-R; 3 Primer 3" GC8-R 3
GC6-R; GC9-R (10 pmol/ul) 10 pmol/ul)
Taq polimerasa (5 U/pl) 0,3 Taq polimerasa (5 U/pl) 0,3
dH,0 34,7 dH,0 33,2
Volumen final 50 Volumen final 50

Las principales caracteristicas de cada parejacbadores empleadas en cada
reaccion, quedan resumidas en la tabla 3.4.2.3.

3.4.2.4. Comprobacion de los productos de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la eficiencia y especificidad dePfaR, se sometié a
electroforesis en gel de agarosa con bromuro deetha alicuota de cada uno de
los productos amplificados, y las bandas se visai@n en un transiluminador de
luz ultravioleta (Sambroocket al, 1989b & 1989e).

En todos los casos se utilizaron geles de agafb&a3, Pronadisa,
Hispanlab)al 1,5%, en tampon TBE 1X (Tris 89 mM, &cido bor@® mM, EDTA-
Na, 2 mM, pH 8,0) conteniendo Oy de bromuro de etidio (Sigma Chemical Co.)
por ml de gel. Las muestras aplicadas al gel céemte8 ul del producto de
amplificacién mezclado con |2 de tampdn de carga, compuesto por EDTA-Bla
mM, pH 8,0, glicerol al 50%Quimivita), azul de bromofenol al 0,01%igma
Chemical Co.y xylene cyanol al 0,01%sigma Chemical Ca.)
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TABLA 3.4.2.3. CARACTERISTICAS DE LOS CEBADORES EMPLEADOS PARA AMPLIFICAR LOS 9 EXONES QUE
COMPRENDEN EL GEN DE LA UGCG.

EXON PAREJAS DE CEBADORES TAMARO | CONTENIDO | o, Zﬁﬂﬁﬁéﬁﬂg Tagn;no CEBADOR DE
(secuencia 5'a 3°) (pb) GC (%) () amplicon | SECUENCIACION
(pb)

. |GCIF: GGAGCCCGGCGGCGAGACG 19 84 5904,8 64 623 .
GCIR: GCCGGTCCGAGGGGCGAG 18 83 5606,7 62

, [GC2F: TCAAAGCCATGCTTACCTGG 20 50 6077 52 16 cCor
GC2R: AATACCTTCACCTTATACAGTG 22 36 66534 49

5 [GC3F: ATGGCAAGACTGCAGTTGTG 20 50 6197,1 52 502 ccar
GC3R: AGGACGTAAACACCTCTCAG 20 50 6095 52
GCAF: GTTTTCCTTTTGAGAATGGACAG | 23 39 7084,7 52

+ [6Car: 24 33 7408,9 51 378 CeaR
AAAGAACTCATGAATGTATCTGAG !

5 [GCSF: TTGTATTCTCCTCAGAAAGGTGG | 23 43 7069,7 53 428 ccse
GCER: GGGCTTCTAGAACACAGCAGG 21 57 6480,3 56

s [GCSF: AAAAACAGTTCGTGAACACCATG| 20 39 7049,7 52 a34 .
GC6R: AGGTGACAGAGCAAGACTCTG 23 52 6504,3 54

. |ecTF: eaaTACCGGCAGTTGCCTGG 20 60 6158 56 510 -
GC7R: TTTGTATGGCCTACGCTCTGATG| 23 48 7036,6 55

g [|GCBF: GAGAATGGTCTTTCTATCACAGG| 23 43 7078,8 53 409 SCBR
GC8R: GGGAAGCTGAAGAATGGCTCAG | 22 55 6873,5 57

o [GC9F: TCTTGAACGGTATAACATGGCAG| 23 43 7087,7 53 - cCor
GCOR: ATGAACGAACCCAGGTTCCTAG | 22 50 6728,4 55
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3.4.3. PURIFICACION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION

Una vez amplificados los fragmentos de DNA mediaP@R, se deben
purificar para eliminar las impurezas, cebadoratgss enzimas, nucleoétidos no
incorporados, coadyuvantes, etc, presentes enalande reaccién de la PCR y
que podrian interferir de forma negativa en lasisigtes fases del analisis. Esta
purificacion se realiz6 utilizando el ensayo cor@r®)|Aquick PCR Purification
Kit (Quiagen) que permite la recuperacion de un 90%-95% dedymnto
amplificado, con un tamafio de 100-10.000 pb, elimito los contaminantes y
fragmentos de DNA de un tamaiio inferior a 40 pmason los cebadores.

Brevemente, el producto amplificado se introdujaiea columna de gel de
silice con elevadas concentraciones de sales. l[&rasisorcion del DNA a la
columna, ésta se centrifug6=al0000 x g durante 30-60 segundos, eluyendo las
impurezas de la mezcla de reaccion de la PCR. Ainc@tion, se eluyd el DNA
adsorbido a la columna mediante la adicion de 30 gl de tampon Tris-Cl 10
mM, pH 8,5 al centro de la columna y centrifugadimante 1 minuto 2 10000 x
g. La eficiencia de la elucién es fuertemente ddigete de la concentracion de
sales y del pH del tampon de elucion, siendo ujedzncentracion de sales y un
pH bésico (entre 7,0 y 8,5) las condiciones méasaeéis. Es conveniente dejar
incubar la columna durante 1 minuto antes de l&rifegacion final, ya que asi se
obtiene un DNA mas concentrado.

3.4.4. GENOTIPADO DE LAS MUESTRAS

La deteccion de las mutaciones o polimorfismos @uedlizarse mediante
diferentes estrategias (Izquierdo &l al, 1993; Prosser J, 1993; Grompee¥lal
1993). Si lo que se desea es detectar nuevas omngacicomo en el caso de la
UGCG, es conveniente analizar los fragmentos aicguibs mediante secuenciacion
directa, previa purificacion del producto de PCRseSconoce la mutacion, ésta puede
analizarse por analisis de conformacion de la @dencilla (SSCP), por analisis de
la longitud de los fragmentos de restriccion (RELUBYr TagMan, o por mini-
secuenciacion.

3.44.1. SECUENCIACION DIRECTA

La secuenciacion de los fragmentos de PCR se Ievéabo en un
secuenciador automatico, siguiendo el método deuesetacion del DNA
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enzimatico descrito por Sanger y colaboradores1(l §#ro realizando el marcaje
de los fragmentos con fluorocromos, para evitausel de material radioactivo y
automatizar la lectura e interpretacion de la secae(Smith LM et al 1986;
Sambroock &t al, 1989a).

Se parte del fragmento de DNA amplificado y puafio, un cebador
especifico y complementario a la secuencia DNAfridglmento amplificado, una
DNA polimerasa y nucleétidos marcados con fluoresiee La polimerasa va
incorporando de forma aleatoria dNTPs y ddNTPs awhrs con un fluoréforo, al
extremo 3" de la cadena en crecimiento. Cuandoolangrasa introduce un
didedxido se termina la cadena, puesto que no miispe extremo OH-3" al que
unir un nuevo nucleo6tido. De esta manera se obtiarmonjunto de subcadenas de
DNA de tantos tamafios como unidades de basesdidreymento analizado que,
tras ser purificados mediante precipitacion conprgpanol, son analizados
mediante electroforesis capilar en gel de acrilamiBl secuenciador lee la
secuencia de DNA puesto que cada uno de los ddkEFRPénadores contiene un
fluoréforo diferente con espectros de excitaciéanyision cercanos al infrarrojo:
fluoresceina,N-2"-aminoetilo sulfato-7’-nitrobencilo-2"-oxa-1"-8iazole (NBD) Rojo
de Texas y Tetrametilrodamina.

La electroforesis capilar se realiza de forma oowtien un solo capilar y en
condiciones desnaturalizantes. Asi, conforme cadade las subcadenas de DNA va
avanzando a través del gel pasan por un rayo dgseexcita al fluorocromo del
ddNTP terminador correspondiente, generandose efi@ fluorescente especifica
para cada base. La sefial es recibida por un fdiptiwaldor y transmitida a un
ordenador, que procesara los datos generando Uareée del fragmento de DNA
completa y presentandola en forma de cromatograma.

En nuestro caso empleamos el secuenciador autométié Analyzer 3730
ABI PRISM® (Applied Biosystems).

El cebador empleado para la secuenciacién fue sinmiutilizado para la
amplificacion de cada fragmento, aunque selecciorahdirecto o el reverso segun
generen un menor ruido de fondo en la secuencigod8nAs 3.4.2.1 A3.4.2.3

En caso de aparecer mutaciones, comprobamos géeetraiaban de artefactos
de la secuenciacion, secuenciando por el extremestpy confirmando que seguian
apareciendo.

Posteriormente se analizaron todas las secuentiesidas, comparandolas
con la secuencia de referencia obtenida de ladmsgatos deNational Center for
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Biotechnology InformatiofNCBI) (Sherry STet al 2001; Pruitt KDet al 2003)
Entrez Nucleotide Databasehttf://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/ entiezque
proporciona toda la informacién disponible de um geobre secuencias de
referencia de DNA gendémico (gDNA), RNA y proteina.

Para el gen de la UGCG tomamos como referencieciaesicia’l._ 442066
Human DNA sequence from clone RP11-570D4 on chrom®s9, complete
sequenceanalizando los nueve exones Yy la parte intrénigalificada.

La secuencia tomada como referencia para el genEB&R fue la
NM_006404 Homo sapiens protein C receptor, endalhéEPCR) (PROCR),
MRNA y para el gen de la TM [&M_000361Homo sapiens thrombomodulin
(THBD), mRNA

3.4.4.2. ANALISIS DE POLIMORFISMOS MEDIANTE LA
CONFORMACION DE CADENAS SENCILLAS

La deteccion de mutaciones mediante SSCPs (Origad1 1989; Glavac et
al, 1993; Meyer Met al 1999) estd basada en los cambios de conformacién
presentan dos cadenas sencillas de DNA que difearea si en un Unico nucleétido,
que se pondran de manifiesto en un gel de po#adda en condiciones no
desnaturalizantes, al dar lugar a diferencias patebn de bandas para cada genotipo.
Se llevo a cabo empleando el sistemiande Universal Mutation Detection System
(Bio-Rad).Mediante esta técnica analizamos el polimorfismé6086G del exdn 4 del
gen del EPCR, el polimorfismo C1418T del gen deTh y el polimorfismo
A34991G del exon 8 del gen de la UGCG.

Los pasos a seguir en todos los casos fuerorgoesies:

1. Desnaturalizacion y estabilizacion de las muestrade DNA para
separar las dobles cadenase realiz6 mediante incubacion de las muestras a
95°C durante 7 minutos con un volumen 1:1 de uraciéa de carga
compuesta de formamida al 98,75%, EDTAN& mM pH 8,0, azul de
bromofenol 0,0125% ¥Xylene cyanoD,0125%. A continuacion, la mezcla se
introdujo en hielo al menos 5 minutos para eviardnaturalizacion de las
dobles cadenas. La presencia de azul de bromojerglene cyanoken la
mezcla nos indica el avance de la electroforeaigjue las dobles cadenas de
DNA avanzan 1,5-2 cm por detras dglene cyanglsiendo importante para
parar la electroforesis en el momento adecuado.
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2. Introduccion de las muestras de DNA en el gel de |mcrilamida.
Preparamos un gel de poliacrilamida de 1 mm dsogrcompuesto por una
solucion de acrilamida/bisacrilamida al 30% (rat0:1) (Bio-Rad
Laboratories)con una concentracion final variable segun laildad de cada
fragmento de DNA a estudiar. Ademds, afiadimos emdacla glicerol,
persulfato amoénico y TEMED con el fin de mejoramavilidad y resolucion
de las bandas de la electroforesis. Una vez pdiiatkr el gel, cargamos las
muestras, incorporando ademas un control negativaina muestra de DNA
sin desnaturalizar, en la que sélo se observan#omoacion de las dobles
cadenas de DNA, y 3 controles positivos, con maggiara cada uno de los 3
genotipos posibles.
3. Electroforesis La electroforesis se realiz6 con tampon TBE 1X a
temperatura ambiente. El tiempo y voltaje utilizagoajustd empiricamente
para cada fragmento de DNA.
4. Tincion del gel de poliacrilamida Las bandas separadas por
electroforesis se visualizaron mediante tincibn gdata, a temperatura
ambiente y en agitacion. Para ello realizamosifpsentes pasos:

a) Fijacion de las bandas en etanol al 10% durarit® Fninutos.

b) Decantacion del etanol y oxidacion del gel con solucién de

HNO; al 1% durante 3 minutos.

c) Decantacion y lavado del gel con agua desionizada.

d) Tincion del gel con una solucion de plata (AgiNde 2,02 gll,

durante 20 minutos.

e) Decantacién y lavado del gel con agua desionizada.

f) Revelado con una solucion de,N®; (anhidro) a 29,6 g/l a la que se

le afiade 54Qu de formaldehido al 37%, dejando en agitacion ehast

visualizar las bandas esperadas.

g) Detenemos la reaccibn mediante adicion de acidtcacal 5%,

manteniendo en agitacion durante 5 minutos.

h) Decantacion y adicion de agua desionizada pararisecvacion del

gel.
5. Secado del gelPara ello empleamos un secador de dgélesDryer 543,
Bio-Rad) durante aproximadamente 2 h a 75°C, consiguiemdo mejor
conservacion y visualizacion de las bandas.

Para la deteccion dpblimorfismo A4600G del exén 4 del gen del EPCR
gue produce un cambio de Serina a Glicina en @&lue19 situado en la regidén
transmembrana del gen, se utilizd un gel de pdhatda de 1 mm de grosor
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compuesto por: 8% solucién acrilamida/bis, 7% glitel 0% tampdn TBE, 0,1% de
persulfato aménico, y 0,1% de TEMED. Cargamosul6@el producto de PCR del
exon 4 del gen del EPCR (PCR EPCR4), dejando cametampén TBE 1X

aproximadamente 17 ha 125V y 1,5h a 225 V, a¢eatyra ambiente.

Para la deteccion deblimorfismo C1418T del gen de la TM que produce
un cambio de aminoacido de Alanina a Valina eregduo 455 situado en el sexto
motivo tipo EGF del gen, se emple6 un gel de poliacrilamida deni ae grosor
compuesto por: 8% solucion acrilamida/bis, 7% dlilcel 0% tampdn TBE, 0,1% de
persulfato amonico, y 0,1% de TEMED. CargamoglXiel producto de PCR para el
fragmento | del gen de la TM (PCR TMI-ST), dejarwwrer en tampon TBE 1X
aproximadamente 3 h a 360 V, a temperatura ambiente

Para el genotipado dglolimorfismo A34991G del exén 8 del gen de la
UGCG se empled un gel de poliacrilamida de 1 mm de grosmpuesto por: 6%
solucién acrilamida/bis, 5% glicerol, 10% tamponETB,1% de persulfato amonico,
y 0,1% de TEMED. Cargamos b del producto de PCR del exén 8 del gen de la
UGCG, dejando correr las muestras en tampon TBEAK. a 150 V, a temperatura
ambiente.

3.4.4.3. ANALISIS DE POLIMORFISMOS POR LA LONGITUD
DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION

El DNA se puede fragmentar de manera especificéanmtedendonucleasas de
restriccion de clase Il que reconocen secuencigeciisas de entre 4 y 7 pb de la
secuencia de DNA, cortando el DNA por esta dianeegiccion o en una posicion
adyacente, y dando lugar a fragmentos de extreonassro cohesivos, segun el corte
sea en el centro de la secuencia 0 a cada extkmaante el uso de estas enzimas de
restriccion podemos analizar la presencia de camben una base,
inserciones/deleciones, etc, ya que suponen un icamb la secuencia de
reconocimiento de la enzima, y por tanto, elimioaafiaden una diana de restriccion
gue dara lugar a fragmentos de DNA de diferentegitiades segun esté o no presente
el cambio.

Es importante determinar la cantidad Optima deneszpara la digestion,
realizada de forma empirica en cada ensayo, aunmuoelmente se utiliza de 2 a 10
veces la concentracion de DNA. La digestion duteeehy 4 horas, y los fragmentos
resultantes pueden separarse en funcion de sudamediante electroforesis en gel
de agarosa (de 200 pb a 50 kb), y visualizarseamntdiincion con bromuro de etidio
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e iluminacién UV. Si los fragmentos de DNA a sepan de pequefio tamafio (5-
500 pb), la electroforesis se realiza en gelesti@gplamida, en lugar de agarosa.

Es recomendable incluir en cada reaccion diferdipes de controles:

« DNA control sin digerir, o bien el suministrado garcasa comercial.

« Muestras de DNA del mismo tipo que las muestrablprnoa, de genotipo
conocido.

« Una mezcla de todos los componentes de la reaqudn,sin enzima.

Existen diferentes bases de datos sobre enzimagstiéccion, que nos
permiten encontrar aquellas enzimas cuya dianaesteiacion queda modificada
ante la presencia o ausencia de un cambio de tiddede forma que se genera o
se pierde un sitio de restriccion. Principalmentenbs empleado el programa
WebCutter 2.0 (http://www.firstmarket.com /cutter/cut2.htjny la base de datos
de informacién sobre enzimas de restriccion y jmate relacionadaREBASE
(http://rebase.neb.com/rebase/rebase)html

Esta técnica se ha utilizado para genotipar elquofismo G4678C situado en
la region 3'UTR del gen del EPCR, el polimorfism@9812G en el intrén 5 del gen
de la UGCG, y el polimorfismo G20210A en la regi®n UTR del gen de la
protrombina.

Para el andlisis del polimorfism®4678C situado en la regién 3'UTR del
gen del EPCR la presencia del alelo mutado genera una diamestigccion para la
enzima Ddel (10U, Invitroger), con una secuencia de reconocimiento:

5. . CTNAG...3
3...GANTC...5

La digestion se realizd a 37°C durante 3h en pleaasPCR de 96 pocillos de
0,2 ml Eppendorf dentro de un termociclador. La mezcla de reac&étaba
compuesta por 2 unidades de enzima, 10X del talRE#HCT3, que proporciona la

casa comercial y estd compuesto por Tris-HCI 50phM8,0, MgC} 10 mM, y NaCl
100 mM, y entre 16-20l del producto amplificado.

En presencia del alelo 4678C, el fragmento de 3i4dp lugar a dos
fragmentos de 252 y 62 pb, mientras que el alef®@6genera un Unico fragmento
de 314 pb.

Para el analisis del polimorfism&29312G en el intron 5 del gen de la
UGCG, la presencia del alelo mutado genera una diamastiiccion para la enzima
Msl 1 (5000 U/ml,New England BioLabscon una secuencia de reconocimiento:
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5 . .CAYNNNNRTG...3
3'...GTHNN1NN"{AC...5'

La digestidn se realizé a 37°C durante 3 h en plpasa PCR de 96 pocillos de
0,2 ml Eppendor), dentro de un termociclador. La mezcla de reac@staba
compuesta por 5 unidades de enzima, 10X del tarfNBdh que proporciona la casa
comercial y estd compuesto por NaCl 50 mM, Tris-ACImM, MgC} 10 mM, y
ditiotreitol 1mM, pH 7,9, y 1 del producto amplificado.

En presencia del alelo 29312G, el fragmento de gl28da lugar a dos
fragmentos de 314 y 114 pb, mientras que el aB3d 2A genera un Unico fragmento
de 428 pb.

Para el genotipado del polimorfisr@20210A en la region 3'UTR del gen de
la protrombina se utilizdé la técnica descrita por Poort y coladores (1996),
mediante el enzima HindlllNew England BiolLahs con una secuencia de
reconocimiento:

5 . AAGCTT...3
3. . TTCGAA.. .5

En presencia del alelo 20210A, se crea un nueim dsit restriccion para el
enzima Hindlll, de forma que el fragmento amplificade 345 pb tras la digestion a
37°C con Hindlll da lugar a dos fragmentos de 323 pb, mientras que en presencia
del alelo 20210G se genera un unico fragmento 8@B4

Los diferentes fragmentos generados tras las @tigestse analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5% y de éh88e grosor, corriendo a 100 V
durante 2 h a temperatura ambiente, y visualizé®esultados con luz ultravioleta.
Para la cuantificacion de los tamarfios de las baselagilizo como referencia un
marcador de peso molecular de 100180 bp DNA Ladder, Invitrogen)

3.4.4.4. ANALISIS DE POLIMORFISMOS MEDIANTE ENSAYO
TagMan

El andlisis poiTagMan, o ensayo de la 5’endonucleasa, permittéaaon de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), inseres/deleciones de hasta 6 pb, o
la deteccion de nanoparticulas magnéticas basérdase ensayo de amplificacion-
deteccion tipo 5’ nucleasa a partir de muestrasitié @endémico purificado (gDNA)

o0 complementario (cDNA).
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Se utilizé el ensayo comerci@lUSTOM TagMan SNP GENOTYPING
ASSAYS (Applied Biosystems),en el que se emplean 2 cebadores para la
amplificacién de la secuencia que contiene el pofiismo de interés, y 2 sondas
TagMan® MGB que nos permiten la diferenciacion toa. Estas sondas son
fragmentos de DNA de secuencia complementaria atmrausecuencia molde, y
compuestas de:

* En el extremo 57, un fluorocromo oeporter dye”(R) que absorbe la luz a

una longitud de onda especifica y emite la luz @ longitud de onda mas

baja, es decir emite fluorescencia. Es del tipo®&©Cverde indocianina para
la deteccion del ALELO 1 (X), y FAM® o rojo de riletpara la deteccidn

del ALELO 2 (Y).

SONDA TAGMAN® MGE

S 0
o=
‘IS

FIGURA 3.4.4.4.1. Composicion de la sonda fluorogénica tipo TagMan® MGB.

* En el extremo 3:
» Una sondas para ligandos de unién al surco menbtiiaor
Groove Binder (MGB), que permite aumentar la temperatura démini
de la sonda al DNA molde, minimizando la unién d®das no
complementarias y aumentando la eficiencia de ud®ras sondas
especificas y la robustez de la discriminacioricaél
» Una molécula que bloquea la fluorescenciajoehcher dye'(Q),
al absorber la luz emitida por el fluorocromo. E$titho TAMRA™ o
N,N,N',N'-Tetrametil-6-carboxirodamina

Asi, en cada ciclo de la PCR, las sondas fluor@génihibridan
especificamente en la region gendmica complementdeél DNA molde,
delimitada por los cebadorésrward y reverse En ese momento, la sonda esta
intacta, y la proximidad entre el fluorocromo ybéqueador produce que cuando
se irradia, el fluorocromo excitado transfiere sargia a la molécula méas cercana,
el blogueador, en lugar de emitir fluorescenciadfeeno FRET).
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primer

3 DNA MOLDE 5

FIGURA 3.4.4.4.2. Unién especifica de las sondas TagMan en la region genémica
complementaria del DNA molde, delimitada por los cebadores forward y reverse.

Gracias a la actividad 3°-5" exonucleasa de la d@onerasa, durante su
avance para elongar la cadena complementaria,oskiqe la hidrolisis entre el
fluorocromo y el bloqueador, y con ello, la emisdnfluorescencia. Esta sefial de
fluorescencia se acumula en cada ciclo de la aicgitn, y se correlaciona con el
alelo presente en la secuencia de DNA molde.

\l’ T}P

o= .
L) NUCLEOTIDOS
S

&
L

HEBRA COMPLEMENTARIA

3 DNA MOLDE 5'

FIGURA 3.4.4.4.3. Actividad 3"-5" exonucleasa de la Taqg polimerasa, durante su avance
para elongar la hebra complementaria.

Las diferentes fases de las que consta el an&lsis,

1) Disefio de las sondagara la deteccion del polimorfismo, empleando el
programaFILE BUILDER SOFTWARE v3.0 de Applied Biosystems que
permitira disefiar y evaluar la calidad de las ssndan el fin de validar la
aplicabilidad del analisis.

La secuencia molde para el disefio de las sondas,tdeer un tamafio entre

61 y 5000 pb, aunque el tamafio 6ptimo es de 608iphdo aconsejable que el

polimorfismo de interés quede en medio de la setaedemas, no conviene
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abarcar méas polimorfismos en la secuencia parareaihbigiiedades, o al menos
que estén a 2 pb de diferencia con respecto ahpdismo de interés. También es
importante que el polimorfismo de interés quedmehos a 30 pb de los extremos
5" 0 3" de la secuencia molde.

Los diferentes programas informéticos que se empieaa seleccionar la

secuencia molde son:

2)

» BLAST nucleotide-nucleotide hftp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ que
alinea la secuencia seleccionada como molde caetagencias de las bases de
datos disponibles, comprobando que ésta solamenteraplementaria a la
region del gen de estudio.

» ENTREZ GENE DATABASE Jttp://www.nchi.nlm.nih.gov/Entrey/
donde obtenemos toda la informacion que se corglaged de interés: exones,
SNPs, productos de transcripcion, etc.

» RepeatMaskinghftp://www.repeatmasker.ojggque permite la busqueda e
identificacion de regiones repetidas en la secadatisefiada.

» dbSNP bittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snpblastByOrg.cdilastn
donde obtenemos informaciéon de las sustitucionelecibnes o inserciones
cortas presentes en nuestra secuencia a partei daske de datos de DNA
humano, comprobando que es el polimorfismo quedhasnos y verificando
la ausencia/presencia de otros SNP en la secudinef@ada.

Reaccion de amplificaciongen la que se requieren los siguientes componentes:

> De 1 a 20 ng de gDNA.

Se recomienda la cuantificaciéon previa medianteaspfotometria (medida
AzsdAzsg) (Haque KAet al 2003), diluyendo en agua libre de DNAsa si la
concentracion es mayor a la recomendada. Ademasgcsenienda incluir
controles negativos (solamente agua) y positivendgpo conocido para el
polimorfismo de interés) en la placa a analizar.

> Kit para el genctipada 40X o 80X, compuesto por cebadores
forward y reverseespecificos de la secuencia molde, y 2 sondasMip&
TagMan®, una marcada con el fluorocromo VIC® paraeteccion del alelo
1, y la otra marcada con el fluorocromo FAM® paraéteccion del alelo 2.

Se recomienda guardarlo en oscuridad entre -159C;2 realizar alicuotas de
trabajo a 20X en tampon TE 1X (Tris-HCI 10 mM, EDTANM pH 8,0, libre
de DNA, estéril y filtrado), para minimizar los kis de congelacion
/descongelacion.
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> Kit de amplificacion de PCRque contiene la DNA polimerasa.
Utilizamos el kit g°PCR CORE KIT (EUROGENTECgue contiene 10X
Reaction Buffer (Tris-HCI + KCI), MgGI50 mM, ddNTP mix 5 mM
(dATP+dCTP+dGTP +dTTP+dUTP en agua desionizadackavada y titriada
con NaOH, pH 7,0), y Hot GoldStar 5/
La reaccion se llevd a cabo en placas transpargat@sPCR de 96 pocillos
(SEMI-SKIRTED 96-WELL PCR PLATES CLEAR TYPE; CERTHED
RNase, DNase, RNA AND DNA free; NEPTUNEgon un volumen final de
25 ul. El sellado de las placas de PCR se realiz6 eangte film transparente
que permite la medida espectrofotométricdlicroAmp™ OPTICAL
ADHESIVE FILMS; Applied Biosystems).

El protocolo de amplificacion consiste en:

TagMan: reaccion de amplificacion

Desnaturalizacion inicial: 95°C 10 min.
40 ciclos sucesivos de:

950C 15 seg.
60°C 60 seg.
Almacenaje a 25°C.
COMPONENTES VOL (ul)
DNA (7 ng/ul) 2
Tampoén A (10X) 2,2
MgCl, (50 mM) 1,3
Assay Mix 0,3
dNTPs (5 mM/cada uno) 0,9
Hot GoldStar (5 U/ul) 0,1
dH,O 15,2
Volumen final 22

Asi, se parte de las muestras de DNA introducidasada uno de los
pocillos de la placa de PCR. A continuacion se gmapel mix de la reaccion,
previo célculo del volumen total de cada reactivecasario en el ensayo
incluyendo 1 6 2 reacciones extras para compensapérdidas de volumen que
ocurren durante el pipeteo. Tras agitacion y ceigizicion del mix preparado en el
momento, se afiade en cada pocillo el volumen de qoixespondiente y a
continuacion, se sella la placa con film y se culme papel de plata para mantener
en oscuridad. Se centrifuga suavemente para daptsitnezcla de la reaccién en
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el fondo de cada pocillo, y se inicia la reaccidmet termociclador. Una vez
terminada la PCR, se guarda la placa a 4°C enveeltpapel de plata para
protegerla de la luz hasta el momento de la cueatittn por PCR en tiempo real a
punto final. Las placas son estables a temperattaente hasta 3 meses después
de la reaccion.

3) Lectura de los resultados

Tras la amplificacion de la secuencia de inte@&s placas se leen mediante
ensayo a punto final en un sistema de PCR en TidRgad, con un software de
detecciébn que tras diferentes transformaciones méiteas, convierte las
fluorescencias obtenidas (emision entre 500 y 66Pen valores de fluorescencia
representados en una gréfica de coordenadas X/Sogiaglas a cada marcador
fluorescente. Asi, se puede discriminar 4 gruposu®es de puntos dusters
segun la combinacién de alelos presente en cadatraués cuales se pueden
asociar a cada genotipo:

1. CONTROLES NEGATIVOS sin muestra, por lo que no sedpce la
amplificacibn del DNA. También encontramos en egtapo aquellas
muestras cuya amplificacion ha fallado por erratespipeteo, porque su
DNA gendmico contiene variaciones raras en su se@® duplicaciones,
0 porque su concentracion esta fuera del rangonerdado para el analisis.
2. ALELO X EN HOMOCIGOSIS. Esta nube de puntos cordidas
muestras con el alelo 1 en homocigosis, puestolgiamente se detecta
fluorescencia para VIC.

3. ALELO Y EN HOMOCIGOSIS. Esta nube de puntos cordidas
muestras con el alelo 2 en homocigosis, puestolgicamente se detecta
fluorescencia para FAM.

4. HETEROCIGOTO PARA EL ALELO 1 y 2. Esta nube de pmmt
situada en el centro de la grafica, contiene lasstnas con los alelos 1y 2,
puesto que se detectan ambas fluorescencias
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FIGURA 3.4.4.4.4. Ejemplo de los resultados de la sfiriminacion alélica obtenida tras la
lectura de la fluorescencia de la placa en RT-PCR punto final. En rojo diferenciamos la nube de
puntos con el alelo X y que contiene las muestms @ alelo 1 en homocigosis, puesto que
Unicamente se detecta fluorescencia para VIC. Erdézuenciamos la nube de puntos con el alelo Y
y que contiene las muestras con el alelo 2 en higosis, puesto que Unicamente se detecta
fluorescencia para FAM. En verde y en el centrdadgrafica, diferenciamos la nube de puntos con
los alelos X e Y, y que contiene por tanto las rirassheterocigotas para el alelo 1 y 2, puesto que
detecta simultdneamente fluorescencia para ambosofiromos. Ademas, se incluyen en gris los
controles negativos sin muestra de DNA. Aquellagstras en las que la asignacion de un grupo u
otro no es clara, quedan representados por clincisando que su genotipo esta indeterminado.

En nuestro estudio empleamos el sistehiz PRISM® 7000 Sequence
Detection SystemEste sistema de deteccidbn de la sefial fluorescesté
compuesto por un sistema de lentes, filtros, umjesgicroico que concentra la
emision de fluorescencia en una camaraatged-couple device{CCD), a partir
de la cual la sefial de fluorescencia es analizadaelpsoftwareABI PRISM®
7000 SDS Mediante diferentes algoritmos matematicos, rdstasefial de
fluorescencia por defecto, y después expresa Isi@mile fluorescencia obtenida a
partir de los estandares de calibracion del apapaia los marcadores de
fluorescencia seleccionados. Para ello se empleeukzcion:

a (FAM) + b (VIC) + ¢ (ROX) + d (BACKGROUND) + MSE

donde a, b y c son los coeficientes de la contidouacle cada marcador
fluorescente en la fluorescencia total.
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La normalizacién de la intensidad de la emisiorflderescencia se realiza
dividiendo cada valor de fluorescencia por su vadoreferencia intrinseco (Rn).

Dada la gran cantidad de muestras a analizal estuglio del polimorfismo
C1418T del gen de la TM procedentes de los otrapitates participantes en el
estudio, decidimos genotiparlas por Tagman. Sinaegab la presencia de otras
mutaciones cercanas al polimorfismo C1418T hizo €judisefio de las sondas y
cebadores para este polimorfismo por esta técmidaeara viable. Por ello, y en su
lugar, decidimos genotipar el polimorfismo A2729€ld regidon 3" no traducida del
gen de la TM, el cual estd en completo desequililoe ligamiento con el
polimorfismo C1418T, y es posible estudiarlo pogiman.

Los cebadores empleados parddterminacion del polimorfismo A2729C
de la regiébn 3" no traducida del gen de la TM medige TagMan, fueron
disefiados y fabricados pépplied Biosystemsjunto con las 2 sondas TagMan®
MGB necesarias para el ensayo. La secuencia dedtigdds de ambos cebadores
fue:

PAREJA DE CEBADORES (secuencia 5’a 3" )
TM-A2729C-F GTGTTGAAAATGTTCAGAAGGTTGCT
TM-A2729C-R AATCATGCAGTTTGAAGCTTTCTTGAA

3.4.4.5. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS MEDIANTE MINI-
SECUENCIACION

El andlisis pomini-secuenciacion ogfimer extensiohes un método rapido
y fiable para la determinacion de polimorfismognuéendo en una sola reaccion
el genotipado de varios polimorfismos simultaneaméByvanen ACet al 1999).
Partimos de un cebador disefiado especificamerdgegparla DNA polimerasa se
una y amplifique en la posicion donde se encuesitraucledtido que presenta la
variacion o polimorfismo de interés. Cada extensngplica la union de un Unico
ddNTP marcado con un fluoréforo en la posicionm@imorfismo, terminando la
reaccion. Los cebadores se disefian con una cotapit-A, que no hibrida con el
DNA molde pero permite la separacion por tamafoscada polimorfismo.
Ademas, a cada polimorfismo se le asigna un fleood§ tamafio de “cola extra”
especificos. Asi, en una misma reaccion tendremoduptos amplificados de
diferentes tamafios y con unos fluoréforos espesifioque nos permitiran
identificar cada polimorfismo y que podran ser sagas electroforéticamente.
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Las reacciones de extension se llevaron a caboeangy elKit ABI
PRISM® SNaPshot Multiplex™ (Applied Biosystems).Los productos resultantes
se purificaron con un sistema basado en esferasétizas, y se separaron mediante
electroforesis capilar en un secuenciador automdtiel Prism 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystem3. La identificacién de los genotipos se realiza eb
softwareGeneMapper (Applied Biosystems)gue representa los electroferogramas
con los diferentes picos de fluorescencia asociadasia SNP.

3.4.45.1. PCR-multiplex

Partimos del gDNA, necesitando una primera fase ad®lificacion
simultdnea del DNA de todos los fragmentos queieneah los polimorfismos de
interés, o PCR-multiplex. Para ello y primero, seidaron los cebadores para la
PCR-multiplex, empleando el softwaR¥imer3. Diseflamos los cebadores para
amplificar fragmentos cortos que contienen el poifiemo de estudio y al menos
con 40 6 50 pb a cada lado, e intentando obteagmintos con diferencias de
tamano resolubles en un gel. Posteriormente vanifis cada cebador, atendiendo
a la complementariedad y formacion de horquillas, 'amafio minimo, 6ptimo y
maximo, % GCs, etc., mediante el progradigoAnalyzer. En la puesta a punto
de la PCR-multiplex, es importante ajustar la catreeion de cada cebador en la
reaccion (normalmente au@), la temperatura de hibridacion (hormalmente &e 6
a 64°C), y el niumero de ciclos, siendo muy impaetaamplear un nimero de
ciclos elevado con el fin de consumir la maximatida de cebadores y aumentar
el producto de la PCR.

Las reacciones de PCR-Multiplex se llevaron a abplacas para PCR de
384 pocillos, utilizando ellermociclador 9700 de Applied Biosysteysel Kit
Multiplex PCR (Quiagen)empleando las siguientes condiciones:

PCR MULTIPLEX

Desnaturalizacion inicial: 95°C 15 min.
40 ciclos sucesivos de:

95°C 20 seg.

62°C 1 min.

72°C 1 min. 15 seg.
Extension final: 72°C 7 min.
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COMPONENTES VOL (l)
DNA genémico (50 ng/ml) 1-15
MasterMix (2X) 7
Soluciéon Q 3
Mix oligos 2 3
dH,O 1

Volumen final 15

#0ligos a concentraciones finales entre
0,4y 0,8 uM

3.4.4.5.2. Purificacién de los productos de PCR-multiplex

Una buena purificacion de los productos amplifisaéle fundamental antes de
pasar a la siguiente fase, la mini-secuenciagi@nque la presencia de restos de
cebadores de la PCR-multiplex producirian picossgaeificos en el caso de
interacciones entre ellos y con los cebadores aa@rnasecuenciacion (algo posible
pues en el disefio de los cebadores de mini-seew&ntino se tienen en cuenta las
interacciones con los cebadores de PCR), y ldssre® dNTPs provocan que en
lugar de una mini-secuenciacion se produzca unaesei@cion (si sélo se debe
incorporar una base es necesario que sélo haym#etones; si hay dNTPs se elonga
la cadena, y por poco que sea, ya no se puedprettarel resultado).

La purificacion de los productos de la PCR-multipte realiz6 en placas
para PCR empleando el sistema de purificacion lbassdesferas magnéticas
AMPure de BECKMAN Los diferentes pasos fueron:

a) Adicion de 5ul de esferas magnéticas a cada pocillo.

b) Incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente.

¢) Incubacién de 1 minuto en soporte magnético.

d) Eliminacién del sobrenadante.

e) Adicion de 20ul de etanol al 70%, agitacion de la placa, incubbade 1
minuto a temperatura ambiente y eliminacion detesaddante.

f) Repeticidn del paso anterior dos veces.

g) Secado durante 10 minutos a temperatura ambiente.

h) Resuspension de las esferas ad 8e agua desionizada y estéril, dejando
incubar al menos 5 minutos a temperatura ambiente.

i) Paso del producto de amplificacién purificado a ptea limpia, 0 uso
directo si se utiliza el soporte magnético.
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3.4.45.3. Mini-secuenciacion

El disefio de los cebadores para la mini-secuedciasg realiz6 empleando
el software SBE-PRIMER DESIGN, analizandolos mediante el programa
FastPrimer. Este programa da un informe sobre las posibkesaicciones de los
cebadores entre si, ademas de estimar un valorlitad relativa para cada
cebador. Seleccionamos la mejor combinacién de doebs obtenida. Los
cebadores de mini-secuenciacion deben disefiarsposicion +/- 1 pb del
polimorfismo de interés, en cualquiera de las delsrds. Una vez disefiados los
cebadores, se les van afadiendo las colas extlia& pae les daran el tamafio
definitivo a los fragmentos amplificados para cgadimorfismo. Los tamafos
finales deben ir incrementandose de 5 en 5 pb parseguir una Optima
resolucion electroforética (el tamafio maximo defr@gmento para una buena
resolucion en la mini-secuenciacion es de 120 Tdwnbién es aconsejable evitar
polimorfismos consecutivos con el mismo cambio @geb Para ello se debe jugar
con el tamafio de las colas, con el fin de colosadlbernados, o también, es
posible disefiar los cebadores para la detecciérpalé@horfismo con las bases
complementarias. Ademas, conviene que los cebadieesninisecuenciacion
tengan el maximo grado de pureza, o grado HPLC.

Para la optimizacion de la reaccién, es importajustar la concentracion de
cebadores (normalmente de 0,01 a 0,08), temperatura de hibridacion (es
aconsejable utilizar una temperatura de hibridaoiégor a la empleada en la PCR-
multiplex, con el fin de evitar que aun en el cds@ue queden restos de cebadores de
PCR por purificacion ineficaz, éstos hibriden, ytando asi la aparicién de picos
inespecificos en la mini-secuenciacién. Normalmentee 80 y 82°C), y el numero
de ciclos. Ademas, se debe incluir controles negmtn la reaccién y comprobar que
no dan sefial, 0 que si la dan, la intensidad desfiecencia esté muy por debajo de los
picos del andlisis (200-300 wE3000-5000 uF).

La minisecuenciacion se realizé utilizandokel ABI PRISM® SNaPshot
MultiplexTM (Applied Biosystems), empleando las siguientes condiciones:

MINISECUENCIACION

30 ciclos sucesivos de:
96°C 10 seg.

68°C 35 seg.
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COMPONENTES VOL (ul)
DNA molde (PCR-multiplex
o 1-1,5

purificada)

MasterMix (2X) 15

Mix oligos ? 0,5

dH,O 15

Volumen final 5

#Oligos a concentraciones finales entre 0,01 y

0,06 pM

La mezcla para cargar en el analizador consisti®,&nl del producto de
mini-secuenciacion, bl de formamida y 0,021 de marcador de tamafibs” 120
(Applied Biosystems) Tras la desnaturalizacion, la mezcla se cargaelen
secuenciadoDNA analyzer 3730 de Applied Biosystems<El resultado de las
carreras se analizd con el software de genotigaNEMAPPER de Applied
Biosystems obteniendo los electroferogramas con los picosa paada
polimorfismo y muestra.
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3.5.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 utilizando ejysde estadistico SPSS 11.5
para Windows (SPSS Inc. Chicago), considerando alorvde P < 0,05
estadisticamente significativo.

Las variables continuas se expresaron como medésyio estandar (DE) o
como mediana y rango (percentiles 10-90), segurdistiibucion fuera o no
normal, empleando para ello la prueba de normaligaldolmogorov-Smirnov.

Todas las caracteristicas clinicas de los pacientesntroles, excepto la
edad, se compararon utilizando el ensayo gédan 1 grado de libertad.

Las diferencias de medias entre dos grupos se campamediante la
prueba t de Student para variables con distribuo@imal, y con la prueba U de
Mann-Whitney en aquellas variables que no presemtana distribucion normal.
Las diferencias de medias entre mas de dos grupesrapararon utilizando la
prueba de ANOVA para variables con distribuciénnmalr y la prueba H de
Kruskal-Wallis para aquellas variables que no presen una distribucion normal.

Las correlaciones entre variables se establecienediante analisis de
regresion lineal de Pearson, para variables cotribdision normal, o el de
Spearman, para aquellas variables que no presentasodistribucion normal.

Las frecuencias alélicas fueron calculadas mediacteento genético.

La asociacion entre genotipos o haplotipos y erddad se estudio
mediante analisis de regresion logistica o regnesidltiple. Los Odds ratio (OR),
como medida del riesgo relativo, y los intervalescdnfianza al 95% (IC 95%) se
calcularon de acuerdo al modelo de Woolf B (1955).
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4. — RESULTADOS

“EL que no posee el don de maravillarse ni de entusiasmarse,
mas Le valdria estar muerto,

POrQUeE SUS 0jos esthAn cerrados”.

(Albert Elnstelin)
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4.1. ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LOS POLIMORFISM QS
IDENTIFICADOS EN EL GEN DEL EPCR AL RIESGO DE VTE EN
SUJETOS PORTADORES DE LA MUTACION 20210A EN EL GEN
DE LA PROTROMBINA

Con el fin de estudiar la asociacion entre el nedg VTE en portadores de
la mutacién 20210A en el gen de la protrombina (BT)os polimorfismos
4600A/G y 4678G/C (haplotipos A3 y Al, respectivate® del gen del EPCR,
todos los individuos fueron genotipados para edtaspolimorfismos. Ademas, en
todos ellos determinamos los niveles de sEPCR, APCantigénica (PTag) y
funcional (PTact), y fragmentos 1+2 de la PT (F1+2)

4.1.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS INDIVIDUOS
PORTADORES DE LA MUTACION 20210A EN EL GEN DE LA
PROTROMBINA INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Como se indica en material y métodos, el estudituyd 84 familias en las
gue al menos uno de sus miembros (proposito) wemaahistoria de VTE y era
portador de la mutacion 20210A en el gen de laAIEmas de los 84 propdsitos,
se estudiaron 302 familiares, 162 de ellos condaion (13 con historia de VTE)
y 140 sin la mutacion (dos de ellos con historia/@e).

TABLA 4.1.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS INDIVIDUOS PO RTADORES DE
LA MUTACION 20210A EN EL GEN DE LA PROTROMBINA.

p z FAMILIARES FAMILIARES
CARA&EE;;'CAS ';F;O(E?SS J)T SINTOMATICOS ASINTOMATICOS
- (n=13) (n=149)

44 + 14 (20-
Edad (afios) * 74)( 48 £ 13 (31-78) 42 +16 (16-84)
Edad en el momento del 40 +13 (18-

37 +£12 (20-57 --

VTE (afios) * 70) ( )
Hombres, n (%) 37 (44) 7 (54) 62 (42)
Portadore§ de! alelo 20210G 3(4) 0(0) 1(1)
en homocigosis, n (%)
Factor V Leiden, n (%) 6 (7) 2 (15) 5@3)
Deficiencia PC, n (%) 2(2) 1(8) 2(1)
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La tabla 4.1.1 muestra las caracteristicas clinétados portadores de la
mutacion 20210A del gen de la PT. No se encontrdifamencias significativas
para ninguno de los parametros estudiados entrdlidfeaa sintomaticos y
asintomaticos portadores de la mutacion 20210As Trajeres propdésitos (de 20,
32 y 33 afios de edad) y una familiar asintomatiea28 afios) eran homocigotas
para la mutacién 20210A.

4.1.2. GENOTIPADO DE LAS MUESTRAS PARA LOS
POLIMORFISMOS 4600A/G Y 4678G/C DEL GEN DEL EPCR

La determinacién del polimorfismo 4600A/G en elrexddel gen del EPCR se
realiz6 mediante SSCPs (MedinaefPal, 2004). En la figura 4.1.2.1 se muestra los
resultados obtenidos tras someter las muestrastaogbresis en gel de poliacrilamida
y posterior tincion con plata, a fin de visualiles bandas resultantes, observando un
patron de bandas diferente segln el genotipo AGX@AA, 4600AG o0 4600GG.

El polimorfismo 4678G/C, situado en la regién 3 traducible del exén 4
del gen del EPCR, se determin6 mediante la enzemgestriccion Dde |, puesto
que la presencia del alelo 4678C genera una diamadtriccion (Medina Bt al,
2004). En la figura 4.1.2.3 se muestra los resaftazbtenidos tras la digestion de
las muestras y electroforesis en gel de agarosaradndose un patron de bandas
diferente segun el genotipo para el polimorfisma8t&/C.

Las figuras 4.1.2.2 y 4.1.2.4 muestran los cronratogs resultantes, tras
secuenciacion directa, para las regiones que iaoligs polimorfismos 4600A/G y
4678G/C respectivamente, realizadas en una serimudstras que presentaban
dichas mutaciones, con la finalidad de validar rlesultados obtenidos mediante
SSCPs y RFLPs. En todos los casos, los resultdotesidos fueron idénticos,
demostrando la validez de las técnicas utilizadas.
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FIGURA 4.1.2.1. Genotipado del polimorfismo A4600CGen el exdén 4 del gen del
EPCR mediante analisis por SSCPsLos pocillos 1, 3 y 4 contienen muestras de
genotipo AA. Los pocillos 2 y 6 contienen muesttagyenotipo AG. El pocillo 5 contiene
una muestra de genotipo GG. El pocillo 7 contiegraa control una muestra amplificada

sin desnaturalizar.
EPCR

5 3
'

7
o
|
n—
' : «—A
/G

FIGURA 4.1.2.2. Patron de secuenciaciodel polimorfismo 4600A/G en el exén 4 del
gen del EPCR El primer cromatograma corresponde a una muestgenetipo normal
AA, el segundo corresponde a una muestra hetetazig® y el tercero corresponde a una
muestra de genotipo mutado GG.

TGGGCAGTTTCATGGGCAGTTTCJTGGGCGG T T TC?
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FIGURA 4.1.2.3. Genotipado del polimorfismo 4678G/C efa regiéon 3" no traducible

del gen del EPCR mediante analisis de restriccién cal enzima Dde |.Los pocillos 1y

8 contienen marcadores de peso molecular, de 1§050bpb respectivamente. El pocillo 2
contiene una muestra con genotipo GG, cuyo patromnasUnica banda de 314 pb, que
corresponde al tamafio del fragmento original obterpor PCR. Los pocillos 3, 4y 5
contienen muestras de genotipo GC, cuyo patrén dddsaes de 314 + 252 + 62 pb, esta
Ultima inapreciable en el gel. Los pocillos 6 yohittenen muestras de genotipo CC, cuyo
patrén de bandas es de 252 + 62 pb, esta Ultinpaeiciable en el gel.

1 2 3 4 5 6 7 8

5. ..CCTNAG...3 ——
3'...GANT,C...5—

¢ 314 b ———

—» alelo 4678G = 314 pb
—» alelo 4678C = 252 pb

GdeeI
5 ...cJTNAG... 3 ——
3'...6lanT]c.. . 5——

— 252 ph —— — f2ph —>

FIGURA 4.1.2.4. Patron de secuenciaciodel polimorfismo G4678C en la region
3'UTR del ex6n 4 del gen del EPCREI primer cromatograma corresponde a una
muestra de genotipo normal GG, el segundo corregpamina muestra heterozigota GC y
el tercero corresponde a una muestra de genotidnCC.

GCCCCGTCAGAAGCCCCNTCAG CCCCC TCAGF

2 I T
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4.1.3. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS ESTUDIADOS EN EL
GEN DEL EPCR CON EL RIESGO DE TROMBOSIS

Tras el genotipado de los dos polimorfismos manedde haplotipo en el
gen del EPCR, observamos que la frecuencia del 4B00G (haplotipo A3) fue
mayor en los 84 propdsitos que en los 149 famdiassntomaticos (0,1vs 0,07;
P<0,001) portadores de la mutacion 20210A vy, emtsefdmiliares portadores, la
frecuencia fue mayor en los 13 sintomaticos quelcan 149 asintomaticos
(OR=3,0; IC 95%=1,0-8,9). La frecuencia del ale®78C (haplotipo Al) fue
menor en los propdsitos que en sus familiares amdticos (0,37vs 0,45;
P=0,078) portadores de la mutacion 20210A. En losfaddlliares no portadores
de la mutacion 20210A, la frecuencia del alelo 4600e de 0,09, mientras que
para el alelo 4678C fue de O,4/ABLA 4.1.3.).

Para identificar asociaciones entre los genotipca yiesgo de VTE en
portadores de la mutacion 20210A, realizamos utisid@e regresion logistica.
En el analisis univariado, la presencia del aled004& (haplotipo A3) aumento
significativamente el riesgo de VTE (OR=2,6; IC 95P#-4,8). En el analisis
multivariante, tras ajustar por edad, sexo, preaedeanticuerpos antifosfolipidos,
presencia de factor V Leiden y presencia del otbnmrfismo en el gen del
EPCR, el OR no se modifico significativamente (OF+ZC1 95%=1,3-5,0). Sin
embargo, para el polimorfismo 4678G/C, en el aislisivariado se observo un
descenso del riesgo de VTE a medida que aumentabaneero de alelos C
(haplotipo Al) presentes, aunque la diferencialoanaé significacion estadistica
(OR GGyvs. CC =0,5; IC 95%=0,2-1,1). En el andlisis multieate, tras ajustar
por edad, sexo, presencia de anticuerpos antifpgfos, presencia de factor V
Leiden y presencia del otro polimorfismo en el dehEPCR, la disminucion del
riesgo de VTE se mantuvo (OR GG.CC =0,6; IC 95%=0,2-1,3)TABLA 4.1.3).
Entre los propdsitos, los eventos trombdéticos idliimes, es decir los ocurridos en
ausencia de factores de riesgo precipitante, @arrimas frecuentemente en los
portadores del alelo 4600G (73%) que en los noagores (57%), aunque la
diferencia no fue significativaPE0,224), y la edad media del primer episodio
trombotico fue menor en los portadores del alel@0@ que en los no portadores
(P=0,001).
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TABLA 4.1.3. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y A LELICAS
DE LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y 4678G/C EN EL GEN DEL EPCR, E
INFLUENCIA SOBRE EL RIESGO DE VTE EN PORTADORES DE LA MUTACION
20210A DEL GEN DE LA PROTOMBINA.

B
POLIMORFISMO (N=84) o OR (IC 95%)
(N=149)
N | Frecuencia N | Frecuencia
4600A/G
Genotipo AA 58 0,69 128 0,86 1*
a
Genotipo AG 24 0,29 21 0,14 2,7 (1’4'5’2)b
2,6 (1,3-4,8)
Genotipo GG 2 0,02 0 0 --
AeloA | 140| o083 | 277 | o093 |  1*
a
Alelo G 28 0,17 21 0,07 26 (1’4'4’8)b
2,5 (1,3-5,0)
4678GIC
Genotipo GG 33 0,39 44 0,30 1*
a
Genotipo GC 40 0,48 74 0,50 0.7 (0’4'1’3)b
0,8 (0,5-1,4)
Genotipo CC 11 0,13 31 0,20 0,5 (0,2-1,1)%
_______ Lo 060213
Alelo G 106 0,63 162 0,55 1*
a
Alelo C 62 0,37 136 0,45 0.7(05 1’0)b
0,7 (0,6-1,1)

* Grupo de referencia.

& Analisis univariante.

® Analisis multivariante: ajustado para edad, sexo, presencia de la mutacion
factor V Leiden, anticuerpos antifosfolipidicos y el polimorfismo 4600A/G o
4678G/C en el gen del EPCR.

El andlisis de las curvas de supervivencia medienigrueba de Kaplan-
Meier mostrd que, entre los propdsitos, la prolgdul de estar libre de trombosis a
la edad de 40 afios era menor en los 26 portad@d@)(que en los 58 no
portadores (53%) del alelo 46008 €0,010). Por el contrario, en presencia del
genotipo 4678GG 0 4678CC, la edad a la cual el 8@%0s propositos habia
sufrido un evento trombotico fue similaP<0,329), asi como la probabilidad de
estar libre de trombosis a los 40 afBs(Q,217). Cuando el analisis se realiz
Unicamente en los familiares portadores de la maria20210A (13 sintométicos y
149 asintomaticos), la edad media a la que ocefrygrimer episodio trombético
fue de 28 £ 10 afos para los portadores del aR96@ y de 43 £+ 10 afios para los
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no portadoresR=0,019), y la probabilidad de estar libre de trogiba la edad de
40 afios fue menor en los 26 portadores del aldd0@G§20%) que en los 136 no
portadores (60%)R=0,038).

4.1.4. NIVELES DE sEPCR Y RIESGO DE TROMBOSIS

Puesto que el sEPCR puede competir con el EPCR deembrana para
unirse a la proteina C e inhibir asi su activagén el complejo trombina-TM,
guisimos valorar si los niveles de sEPCR estabaciatos con el riesgo de VTE.
Para ello, comparamos los niveles plasmaticos 8&BEen los 84 propdsitos con
los de sus 149 familiares asintomaticos portaddeeta mutacion 20210A. Tras
excluir los 16 propositos que estaban bajo tratatmieon anticoagulantes orales,
los niveles plasmaticos de sEPCR eran significaterdge mayores en los 68
propésitos que en los 149 familiares asintomat{Pe®,001) (ABLA 4.1.4.1.).

TABLA 4.1.4.1. NIVELES PLASMATICOS DE PROTROMBINA Y EPCR solu ble
EN LOS 217 PORTADORES DE LA MUTACION 20210A DEL GEN DE LA
PROTROMBINA.

p FAMILIARES
PARAMETRO PR?E(_);)T oS ASINTOMATICOS P
- (N=149)
Protrombina antigénica (%) 121 +10 117 +10 0,002
Protrombina actividad (%) 120+9 116 £ 10 <0,001
Tiempo de protrombina (s) 11,0+£0,5 11,3+0,6 0,012
SEPCR (ng/ml) _ -
TODOS 134 (87-417) 110 (74-258) <0,001
Portadores genotipo
4600AA 126 (87-157) 105 (72-140) <0,001
Portadores genotipo
4600AG+GG 344 (180-610) 287 (174-411) 0,124

Los valores son expresados como media + DE o como mediana y rango
(percentiles 10-90).

Puesto que los niveles plasmaticos de sEPCR estdtednente asociados
con la presencia del alelo 4600G del gen del EPS&pbdsnik Bet al 2004;
Medina Pet al, 2004; Uitte de Willige St al, 2004), agrupamos los propdsitos y
familiares asintoméaticos segun fueran o no porexidel alelo 4600G. Se observé
gue los propdsitos portadores del alelo 4600G meniayores niveles de sEPCR
que los familiares asintomaticd3<0,001) (TABLA 4.1.4.1). Ademas, los niveles de
SEPCR también tendian a ser mas elevados en logiafas sintomaticos
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portadores del alelo 4600G (344, 180-610 ng/ml) cgre los familiares
asintomaticos (105, 72-140 ng/mb=0,124) (datos no mostrados en la tabla).

Estableciendo un punto de corte para los nivelasnpiticos de SEPCR de
147 ng/ml, correspondiente al percentil 80 de sER@Rel grupo de portadores
asintomaticos, 27 (40%) de los 68 propésitos giapta anticoagulante frente a
solo 29 (19%) de los 149 familiares asintomaticasedian este valor (OR=2,73;
IC 95%=1,45-5,13) K=0,002). Tras ajustar por edad, sexo, presencidade
mutacion factor V Leiden, presencia de anticueggosfolipidos, y presencia de
los polimorfismos del EPCR, el OR no varid sigrafigamente. Al distribuir los
sujetos en cuartiles de acuerdo a los niveles deCBEde los individuos
asintomaticos, comparado con el primer cuartil, d¥s para el segundo, tercer y
cuarto cuartil eran 1,6 (IC 95%=0,4-5,19), 3,2 (©®5%=1,3-9,6) y 4,6 (IC
95%=1,6-10,5), respectivamente, de forma que sgoede VTE era mayor a
medida que aumentaba el cuakQ,001) €IG. 4.1.9.

ORs

Q1 Q2 Q3 Q4
CUARTILES seEPCR

FIGURA 4.1.4. Relacion dosis-respuesta entre losvales de sSEPCR distribuidos
por cuartiles y el riesgo de TEV en portadores asintoaticos de la mutacién
20210A en el gen de la protrombina.

ORs ajustados por edad, sexo, presencia de la itéitor V Leiden, anticuerpos
antifosfolipidos y polimorfismos en el gen del EPG paréntesis intervalos de
confianza al 95%.

* Grupo de referencia.

Se ha descrito que niveles elevados de sEPCR est@riados con la
presencia del alelo 4600G del gen del EPCR. Ptarlto, realizamos un analisis
bivariante introduciendo como variables tanto weihtde sEPCR mayor de 147
ng/ml como ser portador del alelo 4600G. El riedgd/TE asociado a la presencia
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del alelo 4600G disminuy6 significativamente alstégu para niveles elevados de
SEPCR, desde 2,8 (IC 95%=1,4-5,5) hasta 1,5 (IC=@55#,3), mientras que el
riesgo de VTE para niveles aumentados de sEPCRand significativamente al
ajustar para la presencia del alelo 4600G. Adeomsel fin de evaluar si el efecto
del alelo 4600G del gen del EPCR sobre el riesgo ™€ era debido a su efecto
sobre los niveles de sEPCR, calculamos los ORaj@¢os portadores del alelo
4600G de acuerdo con los cuartiles de sEPCR. Caaparon el primer cuartil,
los ORs para el segundo, tercer y cuarto cuadil &8 (IC 95%=0,2-15,4), 3,0 (IC
95%=0,4-22,7) y 6,0 (IC 95%=0,9-41,2) respectivaimede forma que el riesgo
de VTE era mayor conforme aumentaba el cud4D(001).

4.1.5. NIVELES DE PROTROMBINA Y RIESGO DE TROMBOS IS

Puesto que, al menos, uno de los mecanismos pou#dss los portadores
de la mutacion 20210A en el gen de la protromhbaraeh un mayor riesgo de VTE
es la presencia de niveles elevados de PT en plasredimos los niveles
plasméticos de PTag y PTact, asi como el tiempprdegombina, en todos los
portadores de la mutacion 20210A, excluyendo agsielindividuos bajo
tratamiento con anticoagulantes oralesB(A 4.1.4.1). Como se puede observar,
tanto los niveles de PTag como PTact estaban migtivfamente mas elevados en
los 68 propositos (121+10% y 120+9%) que en los fBiliares asintomaticos
(117+10% y 116+10%)R=0,002 yP<0,001 respectivamente), mientras que el
tiempo de protrombina era significativamente mesrlos propdsitos (11,0+0,5
sec) que en sus familiares asintomaticos (11,33€xH P=0,012).

Estableciendo un punto de corte para los nivelesPllag de 129%,
correspondiente al percentil 90 del grupo de fam@k asintomaticos, 19 de los 68
propositos (28%) y 14 de los 149 familiares asirdtticos (9%) portadores de la
mutacion excedian este punto de corte (OR=3,8;586-4,8-8,3)P<0,001). Asi,
individuos con niveles de PTag por encima del pgiic80 tenian mas riesgo de
VTE que aquellos individuos con niveles de PTagdedrajo de este valor.

Al distribuir todos los individuos portadores dentatacion 20210A del gen
de la protrombina de acuerdo a los cuartiles deilades de PTag, comparado con
el primer cuartil, los ORs ajustados para el segutetcer y cuarto cuartil fueron
15 (IC 95%=0,5-4,3), 2,1 (IC 95%=0,8-6,0) y 3,4C (195%=1,4-8,1)
respectivamente, mostrando un mayor riesgo confaumeentaban los niveles de
PTag P=0,003) €IG. 4.1.9.
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Para los niveles de PTact obtuvimos resultadodasiesi

ORs

Q1 Q2 Q3 Q4

CUARTILES PTag

FIGURA 4.1.5. Relacién dosis -respuesta entre los niveles antigénicos de
protrombina distribuidos por cuartiles y el del rie sgo de TEV en portadores
asintomaticos de la mutacién 20210A

ORs ajustados para edad, sexo, presencia de la mutacion factor V Leiden,
presencia de anticuerpos antifosfolipidos, y polimorfismos en el gen del EPCR.
En paréntesis se representa el intervalo de confianza (IC) al 95%.

* Grupo de referencia

4.1.6. NIVELES DEL FRAGMENTO 1+2 DE PROTROMBINA Y RIESGO
DE TROMBOSIS

Existen evidencias que indican que el aumento @sigo de VTE en
portadores de la mutacion 20210A del gen de largmdiina se debe a la
asociacion de esta mutacién con un aumento deiletes plasmaticos de PT, lo
gue llevaria a un incremento de la generacionaiettina. Por ello, y con el fin de
valorar la generacion de trombina, medimos los lesvele F1+2 en todos los
propésitos y familiares sin tratamiento con antigdantes orales. Observamos que
los niveles de F1+2 estaban significativamente atmo®s en los propdsitos
comparado con los familiares asintomatidersQ,002)

Los niveles de F1+2 estaban significativamente mlésados en los 64
propositos (1,06; 0,77-1,89) que en los 131 fanetiaasintomaticos (0,98; 0,66-
1,40) P=0,002). Ademas, estableciendo como punto de cortealor de F1+2 de
1,40 nM, correspondiente al percentil 90 del grdpdamiliares asintomaticos, el
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andlisis de regresion mostré un OR de 3,0 (IC 95%866), ajustado por edad,
sexo, presencia de anticuerpos antifosfolipidoseggncia de la mutacion factor V
Leiden. Asi, individuos con niveles de F1+2 poriercde este punto de corte
tienen mayor riesgo de VTE que aquellos con nivplesdebajo de este valor.
Puesto que la mutacién 20210A esta asociada catesimas elevados de PT,
realizamos un andlisis multivariante introduciertioel modelo tanto el percentil
90 de F1+2 como el percentil 90 de PTagB(A 4.1.6). Solamente el percentil 90
de PTag permanecid significativamente asociado wwomayor riesgo de VTE

(OR=2,4; IC 95% =1,1-5,4), mientras que el OR pargercentil 90 de F1+2

descendio significativamente (OR=1,4; IC 95%=0()-5,

TABLA 4.1.6. RIESGO DE TEV PARA NIVELES ELEVADOS DE PTag Y DE F1+2 EN
PORTADORES DE LA MUTACION 20210A DEL GEN DE LA PROTROMBINA .

FAMILIARES

) PROPOSITOS ASINTOMATICOS OR (IC 95%)
PARAMETRO
n | frecuencia n | frecuencia MODELO 1 | MODELO 2
Percenti®0 123| 033 |15| o010 |[38(1883) [24(1154)
ag
Percentil 90 F1+2 | 19 0,28 14 0,09 3,0(1,4-6,6) |1,4(0,7-5,0)

MODELO 1 = andlisis multivariante (ORs ajustados para edad, sexo, presencia de
anticuerpos antifosfolipidicos, presencia de la mutacion factor V Leiden y los
polimorfismos del gen del EPCR).

MODELO 2 = como en el modelo 1 pero cada parametro ajustado ademas por el otro
parametro.

4.1.7. NIVELES DE PROTEINA C ACTIVADA Y RIESGO DE
TROMBOSIS

Nuestro grupo ha demostrado que un nivel de ARileinte reducido es un
factor de riesgo independiente de VTE (Espai@ &, 2001). Por ello, medimos
los niveles de APC en todos los individuos inclgidm el estudio, excluyendo
aquellos bajo tratamiento con anticoagulantes srdla tabla4.1.7 muestra los
resultados obtenidos. Los niveles plasmaticos d€ ABtaban significativamente
reducidos en los 68 propositos (1,12+0,24 ng/miingarado con los 149
familiares asintomaticos (1,19+0,25 ng/mBh=0,046), mientras que los niveles
antigénicos de proteina C eran similares en amhgsog (106+25%s 104+19%
respectivamentePE0,519).
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TABLA 4.1.4.1. NIVELES PLASMATICOS DE APC Y PROTEINA C EN LOS 217
PORTADORES DE LA MUTACION 20210A DEL GEN DE LA PROTROMBINA.

PARAMETRO PR(ZZSGSSI;- oS ASIT\lél'I\(A)III\_/IIz'II:}II(Ej)S P
(N=149)
Proteina C antigénica (%) 106 = 25 104 £ 19 0,519
APC (g 1,12 +0,24 1,19 +0,25 0,046
Zggggxres genotfpo 1194025 003
o

Los valores son expresados como media + DE.

Ademas, al distribuir todos los individuos portastode la mutacion 20210A
segun el polimorfismo 4600A/G en el gen del EPGR, hiveles de APC eran
significativamente menores en los 42 individuostguowres del alelo 4600G

(1,05£0,24 ng/ml), que en los 175 portadores debad600A (1,19+0,25 ng/ml)
(P=0,003).
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4.2.  ESTUDIO DE LA ASOCIACION DEL POLIMORFISMO 1418C/T D EL
GEN DE LA TROMBOMODULINA, NIVELES PLASMATICOS DE_
PROTEINA C ACTIVADA Y TROMBOMODULINA SOLUBLE SOBRE _EL
RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

La trombomodulina (TM) cataliza la activacion detateina C mediada por
trombina. Asi, alteraciones en el gen de la TMri@ddar lugar a la formacion de
una molécula disfuncional, o a la disminucion dexaresion de TM, y con ello
causar un estado protrombético. Se han descrigoetifes mutaciones en el gen de
la TM, algunas de las cuales se han asociado coantosis venosa y/o arterial
(Glaser CB et al, 1992; Clarke JH et al, 1992; MudllL et al, 1997a & 1997b &
1999; Doggen CJ et al, 1998b; Le Flem L et al, 129&H et al, 2000 & 2001 &
2002; Kunz G et al, 2002; Park HY et al, 2002; ®Hi al, 2004; Heit JA et al,
2005; Kubisz P et al, 2005; Auro K et al, 2006; igama S et al, 2006).

El polimorfismo 1418C/T en el gen de la TM induck cambio de
aminoacido de Alanina a Valina en el residuo 455lalgroteina, quedando
localizado en el sexto dominio tipo EGF contigusidib de unién a la trombina.
La proximidad de esta mutacion a una zona impatpata la accién de la TM
sugiere que la mutacién Ala455Val podria modulaadtivacién de la proteina C
sobre la membrana de la célula endotelial via elptejo trombina-TM y, por
tanto, modificar el riesgo de trombosis. De hecdlarjos estudios analizaron el
efecto de este polimorfismo sobre el riesgo de lasis, tanto venosa como
arterial, pero los resultados fueron contradictof(ian der Velden PAt al, 1991;
Ohlin A & Marlar R, 1995: Ohlin Aet al, 1997; Norlund Let al, 1997a & 1997b:;
Ireland Het al, 1997; Nakazawa €t al, 1999; Wu KKet al, 2001; Medina Fet al,
2001; Thude Het al, 2002; Faioni EMet al, 2002; Aleksic Net all, 2002).

Asi, quisimos analizar la asociacion de este pafisrao con el riesgo de
VTE estudiando un amplio grupo de pacientes con Yo de controles sanos.
Ademas de genotipar en todos ellos el polimorfidd8C/T en el gen de la TM,
en un subgrupo cuantificamos los niveles plasmgtit® TM soluble (sTM) y de
APC. También analizamos la funcionalidad de eslienpdfismo mediante cultivos
de células endoteliales de cordon umbilical hum@adVEC) en funcion del
genotipo para este polimorfismo. Para ello, cu@atios los niveles de TM
presentes en el sobrenadante o medio de cultit@petables a los niveles de sSTM
circulante en plasma, y en el lisado celular desestiltivos, extrapolables a los
niveles de TM presentes en la membrana celular.
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4.2.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON
TROMBOSIS Y CONTROLES SANOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

La tabla 4.2.1 muestra los datos demograficosnicd$ de los individuos
incluidos en el estudio. No se encontraron diféeensignificativas entre el grupo
de 1.173 pacientes con historia de VTE y el grupol®62 sujetos sanos sin
historia de enfermedad vascular o trombatica.

TABLA 4.2.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE PAC IENTES Y
CONTROLES.

SIGNIFICACION
PACIENTES | CONTROLES | ESTADISTICA
P)
N 1.173 1.262
Edad: mediana (percentiles 10-90) 45 (26-67) 44 (25-68) 0,389
Hombres, N (%) 613 (52) 657 (52) 0,954
Embolismo pulmonar, N (%) 267 (23) -
Trombosis recurrente, N (%) 281 (24) -
Trombosis familiar, N (%) 258 (22) -
Trombosis espontanea*, N (%) 375 (32) -
Factor V Leiden, N (%)
-/ - 997 (85) 1.229 (97)
+/- & ++ 173&3(15) | 33&0(3) < 0,001
PT G20210A, N (%)
GG 1.060 (90) 1.213 (96)
GA & AA 105&8(10) | 49&0(4) < 0,001

* No se incluyen pacientes con factores de riesgo circunstanciales (embarazo, trauma,
cirugia, inmovilizacion, anticonceptivos orales).

La mediana de edad y distribucion por sexos fudaimn ambos grupos. El
76% de los pacientes sufrié un Unico evento troiobgy el 22% tenia una historia
familiar de trombosisSin embargo, la prevalencia de los clasicos pofisropns
protromboticos era mayor en el grupo de paciegtegnilar a la descrita en otras
series. El factor V Leiden estaba presente en a¢ptes (15%) (3 homocigotos),
y el alelo 20210A de la protrombina se identifiad £05 pacientes (10%) (8
homocigotos).

4.2.2. GENOTIPADO DE LAS MUESTRAS PARA EL POLIMORFISMO
1418C/T EN EL GEN DE LA TROMBOMODULINA

La deteccion del polimorfismo 1418C/T en el genal@M, que predice el
cambio de aminoacido de Alanina a Valina en eldesi455, situado en el sexto
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FIGURA 4.2.2.1. Genotipado del polimorfismo 1418C/Ten el gen de la TM. A: Esquema de la
molécula de TM, mostrando sus diferentes regioneB: Resultado del genotipado mediante SSCPs.
Los pocillos 1 y 2 contienen muestras con el gpnd@C. Los pocillos 3 y 4 contienen muestras ¢on e
genotipo CT. Y los pocillos 5 y 6 contienen muesttan el genotipo TTEI pocillo 7 contiene, como
control, una muestra amplificada sin desnaturaliZar Resultado del genotipado mediante
secuenciacion directaEl primer cromatograma corresponde a una muesirajenotipo normal CC, el
segundo corresponde a una muestra heterozigotaeClescero corresponde a una muestra con genotipo
homociaoto T1
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FIGURA 4.2.2.2. Genotipado del polimorfismo 2729A/Cen la regién 3" no traducible del gen de la trombnodulina. Grafica
resultante tras la transformacion de la fluoresieeamitida por cada muestra en un valor de fluemesia dentro de un eje de coordenadas
XY, que permitira la discriminacion alélica de eaduestra seguiin sus coordenadas, y que asociaaerada genotipo.
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dominio tipo EGF del gen de la TM, se determin@emprimer momento mediante
andlisis por SSCPs y por secuenciacion directagslenlestras que mostraban una
alteracion, puesto que la presencia de la mutasdgdomodifica ni genera ninguna
diana de restricCiOIF(GURAS 4.2.2.1 b y aespectivamente).

Ya iniciado el presente estudio, fue descrita lstercia de un completo
desequilibrio de unic’)nr%>0,9b entre los polimorfismos 1418C/T (rs1042579) y
2729A/C (rs3176123) en el gen de la TM, este Ultiooalizado en la region 3" no
traducible del gen (Sugiyamae$ al, 2006; Auro Ket al, 2006). A diferencia del
polimorfismo 1418C/T, el polimorfismo 2729A/C petmiel disefio de sondas y
cebadores que hacen posible su andlisis medianémsayo de alto rendimiento.
Asi, utilizamos el polimorfismo 2729A/C en lugar gelimorfismo 1418C/T para
el genotipado de las muestras procedentes de fos lobspitales participantes y
una parte de las muestras procedentes de nuesspitdho Sin embargo, al
presentar los resultados seguiremos refiriéndonos talos los casos al
polimorfismo 1418C/T. El genotipado del polimorfigra729A/C se llevo a cabo
mediante ensayo TagMan o 5 nucleasa.

En la figura 4.2.2.2 se muestran los resultadosnidids tras la lectura a
punto final de una placa de 96 pocillos en el sistéBl PRISM® 7000 Sequence
Detection System

4.2.3. ASOCIACION DEL POLIMORFISMO C1418T DEL GEN DE LA
TROMBOMODULINA CON EL RIESGO DE TROMBOSIS

La tabla 4.2.3.1 muestra la distribucion de gemastipara el polimorfismo
C1418T en el gen de la TM en pacientes y contraiedrecuencia del alelo 1418T
era mayor en controles que en pacienfes0(001). Ademas, la frecuencia del
genotipo 1418TT fue 1,8% en pacientes frente uthZ8 controles.

El andlisis de regresion logistica mostr6 que tdatpresencia del alelo
1418T (OR=0,71; IC 95%=0,60-0,86) como la del gp@wo1418TT (OR=0,56; IC
95%=0,32-0,96) estaban significativamente asociadosuna reduccion del riesgo
de trombosis. El ajuste para edad, sexo, y la pcasele los principales defectos
trombofilicos no modificéd significativamente las &RCuando los pacientes y
controles se agruparon de acuerdo con el sexo,enobservaron diferencias
significativas en el riesgo de VTE en ningun caso.
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TABLA 4.2.3.1. DISTRIBUCION DEL GENOTIPO C1418T EN EL GEN DE LA
TROMBOMODULINA EN PACIENTES CON VTE Y CONTROLES SANOS .

v C1a167 | PACIENTES | CONTROLES Odds Ratio (IC 95%)
n (%) n (%) CRUDO AJUSTADO
TODOS
cc 875 (74,6) | 857 (67,9) 1* 1*
cT 277 (23,6) | 368(29,2) | 0,74 (0,61-0,88) | 0,77 (0,63-0,93)
T 21 (1,8) 37 (2,9) 0,56 (0,32-0,96) | 0,55 (0,31-0,97)t
CT&TT | 286(244) | 405(32,1) | 0,72(0,60-0,86) | 0,75 (0,62-0,90)t
WOMBRES | | 1~~~
cc 453 (73,9) | 455 (69,3) 1* 1*
cT 153 (25,0) | 186(283) | 0,83 (0,64-1,06) | 0,82 (0,64-1,06)*
T 711 16 (2,4) 0,44 (0,18-1,08) | 045 (0,17-1,12)%
CT&TT | 160(26,1) | 202(30,7) | 0,80 (0,62-1,02) | 0,84 (0,65-1,09)%
MWERES | | 1~~~
cc 422 (754) | 402 (66,4) 1* 1*
cT 124 (22,1) | 182(30,1) | 0,65 (0,50-0,85) | 0,66 (0,50-0,87)%
T 14 (2,5) 21 (3,5) 0,63 (0,32-1,27) | 0,65 (0,32-1,32) %
CT&TT | 138(246) | 203(33,6) | 0,65 (0,50-0,84) | 0,66 (0,51-0,87)%

* Grupo de referencia.
T Analisis multivariante, ajustado para edad, sexo, y presencia de defectos

trombofilicos (FV Leiden, PT 20210A, deficiencias de proteina C, proteina S o
antitrombina).
& Analisis multivariante, ajustado para edad y presencia de defectos trombofilicos

(FV Leiden, PT 20210A, deficiencias de proteina C, proteina S o antitrombina).

4.2.4. NIVELES DE TROMBOMODULINA SOLUBLE, PROTEINA C
ACTIVADA Y RIESGO DE TROMBOSIS

Con el fin de investigar el mecanismo por el cligdadimorfismo 1418C/T
en el gen de la TM se asociaba con el riesgo de, d&Erminamos los niveles de
sTM y de APC en un subgrupo de 366 pacientes y ctBitroles de los que
disponiamos de muestra plasmatica adecuada padetéaminacién del APC
circulante.

Los niveles de sTM estaban significativamente niégedos en el grupo de
pacientes (4,08 ng/ml; 3,25-5,77) que en el deroted (3,86 ng/ml; 2,84-5,15)
(P<0,001) tABLA 4.2.3). Ademas, cuando los niveles de sTM se distribuyelen
acuerdo con el genotipo para el polimorfismo 14T8@| gen de la TM, tanto en
controles como en pacientes, se observo que losdads portadores del genotipo
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TT tenian niveles de sTM significativamente redasidcomparado con los del
genotipo CCR<0,001 en ambos caso§)qURA 4.2.3.

TABLA 4.2.3. NIVELES DE sTM Y APC EN PACIENTES CON VTE Y SIN
ANTICOAGULACION ORAL Y CONTROLES SANOS, SEGUN EL GENOTIPO PA RA

EL POLIMORFISMO 1418C/T EN EL GEN DE LA TM.

sTM (ng/ml)
POLIMORFISMO PACIENTES CONTROLES
TM 1418C/T N Mediana N Mediana P
(percentiles 90-10) (percentiles 90-10)

[ IOPO_S L 366 4,08 (3,25-5,77) 451 3,86 (2,84-5,15) <0,001
Genotipo CC 288 | 4,20 (3,25-5,77) | 293 | 4,05 (2,99-5,27) 0,006
Genotipo CT 73 3,75 (3,12-4,69) | 138 | 368 (2,73-4,75) | 0,7073

GenotipoTT | 6 3,39 (2,47-3,71) 20 2,99 (2,07-3,74) | 0,4467

K-W test P < 0,001 P < 0,001
APC (ng/ml)
POLIMORFISMO
A PACIENTES CONTROLES b
N media = DE N media = DE
TODOS 366 1,03 +0,39 451 1,27 +0,41 <0,001

'Genotipo CC | 288 1,03 £ 0,40 293 1,25 £ 0,40 <0.001
Genotipo CT 73 1,02 £0,35 138 1,31 +0,43 <0,001
Genotipo TT 6 1,30+0,34 20 1,38 0,45 0,661

K-W test P =0,225 P=0,173

Los niveles de APC circulante estaban significatigate reducidos en el
grupo de pacientes (1,03+0,39 ng/ml) comparado ebnde los controles
(1,27£0,41 ng/ml) B<0,001) (ABLA 4.2.3), como ya habia sido descrito
previamente por nuestro grupo en otra serie deepts y controleéEsparia Fet
al, 2001 & 2002b; Medina et al, 2004 & 2005). Ademas, tanto en el grupo de
pacientes como en el grupo control se observoemdencia a mayores niveles de
APC conforme aumentaba el nimero de alelos 14183eptesR=225 yP=0,173
respectivamente) F[GURA 4.2.3, aunque las diferencias no alcanzaron una
significacion estadistica Asi los individuos podesb del genotipo TT tenian
mayores niveles de APC comparado con los del gan&tC.
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Pacientes Controles
g1 KW test: P<0,0001 61 K-W test: P<0,0001
E E?|
o
s o4 €4
E é E
o o A
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Genotlpo TM C1418T Genotipo TM C1418T
Pacientes Controles
20 X - P=
2.0 KW test: P=0,2251 K-W test: P=0,1732
E 15 E 157
g g
) o :
o 1.0
05— o 1 9 cc cT ™
Genotlpo TM C1418T Genotipo TM C1418T

FIGURA 4.2.3. Niveles de TM soluble y proteina C astada en pacientes con TEV y
controles de acuerdo con el genotipo para el polimftsmo 1418C/T en el gen de la
trombomodulina.

4.2.5. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DEL POLIMORFISMO
1418C/T EN EL GEN DE LA TROMBOMODULINA EN CELULAS
ENDOTELIALES DE VENA UMBILICAL HUMANA (HUVECS)

Con el fin de valorar la funcionalidad del polimsnfio 1418C/T en el gen
de la TM, cuantificamos los niveles de TM en el mede cultivo de células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS) \eefraccion de membrana
de estas células procedentes de 68 cordones uahslihiumanos, asociando
después estos resultados con los diferentes gesailtenidos para estas células
(FIGURA 4.2.9.
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900 - Lisado celular
- (TMde membrana)
| K-Wtest: P<0,001

Medio de cultivo (STM)
K-W test: P=0,074

700t — 50
E£70] E
c | (@]

s | S 40
500 i E

1 30

%0 20

cc CT T CcC (o1) 1T
Genotipo TM C1418T Genotipo TM C1418T

FIGURA 4.2.4. Niveles de trombomodulina en la fradén de membrana y en el medio de
cultivo de HUVECSs de acuerdo con el genotipo para @olimorfismo 1418C/T en el gen
de la trombomodulina.

El nivel de TM en la fraccion de membrana o lisadhlar, extrapolable a la
TM presenten vivo en la membrana celular y con actividad de cofad®ia
trombina para activar a la proteina C, aumentéuaiemtar el nimero de alelos
1418T presentes?€0,001), mientras que el nivel de TM en el medicdiivo o
sobrenadante de HUVECS, extrapolable a la sTM lainte en plasma, tendio a
disminuir al aumentar el nimero de alelos 1418FgtesP=0,074).
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4.3. |DENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DE LA
GLUCOSILCERAMIDA SINTASA (UGCG). Y SU ASOCIACION CO N
LOS NIVELES PLASMATICOS DE GlcCer, APC Y EL RIESGO DE
TROMBOEMBOLISMO VENOSO

La via anticoagulante de la proteina C es modulpda diferentes
componentes de la membrana celular, destacandodipglicolipidos y proteinas.
La glucosilceramida (GlcCer) es un glicolipido meuytomponente esencial de la
mayoria de las membranas celulares, presente tarahiéa circulacion con unos
niveles plasmaticos que oscilan entre 2 yd.onl.

En 2001, Deguchi y colaboradorgsscribieron que el nivel plasmatico de
GlcCer era menor en individuos que habian sufridoemento trombdético y
concluyeron que niveles reducidos de GlcCer ennm@aaumentan el riesgo de
VTE. Ademas, mediante estudias vitro, demostraron que la GlcCer funciona
como cofactor anticoagulante del complejo APC:R8meilando la inhibicién del
FVa por dicho complejo (Deguchi ¢t al 2002; Yegneswaran& al, 2003).

Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado laieasoe entre niveles
reducidos de APC y un aumento del riesgo de VT4Ea Fet al, 2001). Por lo
tanto, nos propusimos investigar si existia uneramicion entre el efecto de niveles
reducidos de GlcCer y de APC. Para ello, determisalos niveles de GlcCer y
APC en un grupo de pacientes con VTE y un grupmdieiduos sanos. También
analizamos la posible existencia de mutacioneslilmpdismos en el gen de la
GlcCer sintasa (UGCG), que sintetiza la enzimaaesable de la formacién de
GlcCer, que pudieran explicar las variaciones emleeles plasmaticos de GlcCer
y su efecto sobre el riesgo de VTE.

4.3.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES Y
CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

El estudio incluy6é 316 pacientes con historia d&EWT320 controles sanos.
La tabla 4.3.1 muestra las caracteristicas clirdedss pacientes con VTE y de los
sujetos del grupo control. No se encontraron difgies significativas entre
pacientes y controles para ninguno de los paramesiudiados.

- 120 -



Resultados

TABLA 4.3.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACI ENTES CON
TROMBOEMBOLISMO VENOSO Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

PACIENTES | CONTROLES ESS'%'I'DFI,'SCT%/LO(';)
N 316 320
Edad (afios) * 40 (24-61) 40 (24-59) 0,233
Edad en el momento del VTE (afios) * 37 (21-58) - -
Hombres, N (%) 152 (48,1) 141 (44,1) 1,000
Embolismo pulmonar, N (%) 43 (13,9) - -
Trombosis recurrente, N (%) 35(11,8) - -
Trombosis familiar, N (%) 71 (25) - -
Trombosis espontanea*, N (%) 109 (42,7) - -
Defectos genéticos:
Ninguno, N (%) 259 (85,8) 294 (91,9) 0,001
Factor V Leiden, N (%) 22 (7,3) 7(2,2) 0,001
PT 20210A, N (%) 12 (4,0) 14 (4,4) 0,842
Deficiencia PC, N (%) 7(2,3) 4(1,3) 0,381
Deficiencia PS, N (%) 1(0,3) 0 0,497
Deficiencia AT, N (%) 1(0,3) 0 0,497
Deficiencia plasminégeno, N (%) 0 1(0,3) 1,000

* Datos expresados como mediana y rango (percentiles 10-90)

4.3.2. NIVELES DE GlcCer Y APC, Y RIESGO DE
TROMBOEMBOLISMO VENOSO

Para comprobar la hipétesis de una interacciore emtreles plasmaticos
reducidos de GlcCer y niveles plasméaticos reductPC sobre el riesgo de
VTE, analizamos dichos niveles en un grupo de 2ibteptes con historia de VTE,
y en un grupo control de 320 individuos sanos donla distribucién de edad y
sexo al de los pacientes. Se excluyeron aquellonias bajo tratamiento con
anticoagulantes orales o mujeres que estuvieraartdmanticonceptivos orales o
estuviesen embarazadas. Tampoco se incluyeroridod& con tumores malignos,
sindromes nefréticos, enfermedad renal o hep&it®rmedades inflamatorias o
infecciosas, 0 lupus eritematoso. Excluyendo agadocaquellas situaciones que
pudieran alteraper selos niveles plasméticos de GlcCer (Deguclgttdl, 2005).

Ademas, y simultdneamente al andlisis de los rsvgllasmaticos del
glicolipido neutro GlcCer, determinamos los nivepgasmaticos del fosfolipido
fosfatidiletanolamina (PE), componente esencidlad@membrana plasmatica, para
comprobar la hipotesis de una interaccion entrepoorntes de la membrana
plasmatica y la coagulacion.
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Se observd que tanto los niveles plasméticos deefsc@mo los de APC
eran significativamente menores en los pacientes\€tE que en los controles
(5,70+1,32ug/ml vs 6,07+1,25ug/ml; P=0,005 y 1,03+0,42 ng/ml vs. 1,24+0,41
ng/ml; P<0,001 respectivamente). Sin embargo no encontradifesencias
significativas en los niveles plasméticos del fipfdo PE entre el grupo de
pacientes con VTE y el de controles (47,39+yg§4ml VTE vs 46,38+0,75ug/ml
controles) P=0,38).

En la figura 4.3.2.2 se muestra la distribucionateniveles de GlcCer en
pacientes con VTE y en controles. Estableciendoocpumto de corte el percentil
10 del grupo control (4,3pg/ml), el 19% de los pacientes con VTE frente &010
de los individuos control tenian niveles de Glc@er debajo de este valor. El OR
calculado para niveles de GlcCer por debajo de mst¢o de corte fue 2,1 (IC
95%= 1,1-4,1). Al realizar el analisis en funci@l dexo y edad de los individuos
estudiados, el OR no mostro6 diferencias.

P = 0,005 **
150
]
1255
DED
]
10,0 o200
E
(@]
=
75
o}
&}
o
(O]
5,0 53 3 elaluidla; it auaikisinle Percentil 10
©55533828935000 OPBHNNoongmomE”  (“3Smg/m)
oo OopgE,no0
25 o oo®
[m]
00 6,14 + 1,53; N=320 5,78 + 1,69; N=316
CONTROLES PACIENTES

Figura 4.3.2.2.Distribucion de los niveles plasmaticos de GlcGepacientes y
controles.
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Para analizar la posible interaccion de deficiensienultaneas de APC y de
GlcCer, estratificamos los 316 pacientes y 320roteg en 9 subgrupos de acuerdo
con los tertiles para los niveles plasmaticos d& APGIcCer. FIGURA 4.3.2.3.
Tomando como referencia el subgrupo con los nivelés altos de APC y de
GlcCer simultdneamente (OR=1), el OR para el sytmon el tertil de GlcCer
mas bajo y el tertil de APC mas alto era 2,1 (Cl€%,0-4,6), mientras que el OR

ler TERTIL APC
2° TERTIL APC
3er TERTIL APC

ler 20 3er
TERTIL TERTIL TERTIL
GlcCer GlcCer GlcCer

Figura 4.3.2.3. Riesgo de TEV calculado a partir deinalisis de los tertiles para los
niveles plasmaticos de GlcCer y APCLos 636 sujetos estudiados (316 pacientes y
320 controles) se estratificaron en 9 subgrupagiirsdos tertiles para los niveles de
GlcCer y APC, y se calculd el riesgo de TEV pareaacaubgrupo, mostrado en la figura
el OR resultante tras comparacion con el subgrupgefdesncia, compuesto por el tertil
mas alto de APC y GlcCer.

* Grupo de referencia

para el subgrupo con el tertil de APC mas bajo teril GlcCer més alto era 2,6
(Cl 95%=1,29-5,26). Ademas, el OR para el subgrpo los tertiles mas bajos
tanto para la APC como la GlcCer era 3,4 (IC 95%#615).

4.3.3. IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GENDE L A
GLUCOSILCERAMIDA SINTASA (UGCG)

Nuestro objetivo fue identificar la presencia detamiones en el gen de la
UGCG con el fin de valorar su asociacién con legleis plasmaticos de GlcCer y
con el riesgo de VTE. Para ello, seleccionamosn@8diduos que tenian un nivel

- 123 -



Resultados.

muy reducido de GlcCer circulante con el fin de entar la probabilidad de

encontrar mutaciones que modificaran los nivelasméticos de este glicolipido.
En todos ellos analizamos, mediante secuenciaciéecta, los fragmentos

amplificados que contienen cada uno de los 9 exgnexomponen el gen junto a
las correspondientes regiones intronicas flangeegntegiones 5" y 3" UTR,

determinando la presencia de mutaciones mediaspedaion visual.

En la tabla 4.3.3.1 se muestra de forma resumida nataciones
identificadas en el gen de la UGCG, su localizaeidrl gen, el tipo de mutacion y
la frecuencia para cada genotipo.

TABLA 4.3.3.1. MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL GEN DE LA UGCG.

Pasicion | Localizacion MUTACION Frecuencia (n° casos)
-295 5UTR CT 1528719626 18CC+15CT+1TT
-270 5UTR A>C/G rs7871397 18AA+15AG+1GG

Ins 10 pb: 22wt + 8 heterocigotos +
222 SIS CCCGCAGCCG 4 homocigotos
-214 5UTR T 32CC+2CT
-140 5UTR CT 34CC
-134 5UTR Ins 1 ph: C 3Awt
-115 5UTR ASG 34 AA
91 Intron 1 ASG 34 AA
148 Intron 1 ASG 19 AA+ 15 AG
166 Intron 1 AST rs3780519 18AA+15AT+1TT
) 16 wt + 15 heterocigotos +
17574 Intron 2 Del 5pb: TTGTT  [rs3217582 3 homocigotos
25510 Intron 2 G rs41279075 32CC+2CG
. . 22 wt + 10 heterocigotos +
27435 Intron 3 Del 4 pb: TAAA rs35471909 2 homocigotos
27566 Ex6n4 C>T; Gly116Gly  |rs1134931 31CC+3CT
27669 Intrén 4 GA R2GCGG+1GA+1AA
29182 Exén 5 G>A; Thr153Thr  |rs17853855 34 GG
29312 Intrén 5 AG 172757814 23AA+11 AG
29322 Intrén 5 T 33CC+1CT
34889 Intron 7 Del 1 ph: A rs10708488 34wt
34991 Ex6n 8 A>G; Thr287Thr  |rs7850023 21 AA+11 AG+2GG

( Posicién de acuerdo con la secuencia AL442066, tomando como inicio de la

transcripcion el codon ATG en posicion 8046 ).
Ultima actualizacién realizada en Octubre de 2009.

Encontramos 20 mutaciones, distribuidas en la regiomotora 5'UTR,
intron (1) 1, 12, 13, exdn (E) 4, 14, E5, 15, I758, de las cuales 9 no habian sido
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C-214T

A91G

C-140T

Ins 1pb 134 C *

A-115G *

PROMOTOR| E1

EEEEEEEE RN

* EN COMPLETO DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

EamEEEEE]| r2= 1

C27566T
rs1134931

G29182A
rs17853855

C25510G

Del 1pb 34889
A
rs10708488

Jpp— A148G
|
1528719626 .
s A166T

LS r$3780519
rs7871397 A/IC .

L] I :

t | Ins 10pb —222 :

: | ccceeasece :

rs41279075 A29312G
1S72757814
Del 5pb 17574 | | Del 4pb 27435 I
TTGTT TAAA Szl
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FIGURA 4.3.3.1. Mutaciones identificadas en el getie la glucosilceramida sintasaNumeracién de acuerdo con la secuencia de

referencia Al442066, tomando como punto de ini@dadtranscripcion el codon ATG en posicion 8046.
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TABLA 4.3.3.2. FRECUENCIA Y NIVELES DE GlcCer ASOCIADOS A LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL GEN DE LA UGCG.

Posicion  |Localizacion Mutacion - W he_terocigoto hqmocigoto
frecuencia | GlcCer (ug/ml)| frecuencia | GlcCer (ug/ml)] frecuencia | GlcCer (ug/ml)
-295 SUTR _|C>T 18/34 3,557 15/34 4,238 134 114 |
-270 5UTR |ASC/G 18/34 3,657 15/34 4,238 1/34 1,14 *
. Ins 10 pb: *
-222 5'UTR CCOGCAGCCG 22/34 3,541 8/34 3,998 4/34 4,19
-214 5 UTR CT 32/34 3,668 2/34 4,825 - -
-140 5 UTR CT 34 3,742 - - - -
-134 5 UTR Ins 1ph: C 34 3,742 - - - -
-115 5UTR ASG 34 3,742 - - - -
91 Intron 1 ASG 34 3,742 - - - -
148 Intron 1 ASG 19/34 3,724 15/34 3,767 - - *
166 Intron 1 AST 18/34 3,557 15/34 4,238 1/34 1,14 *
17574 Intron 2 Del 5 pb: TTGTT 16/34 3,533 15/34 4,068 3/34 3,38
25510 Intron 2 C>G 32/34 3,781 2/34 2,59 - - *
27435 Intrén 3 Del 4 pb: TAAA 22/34 3,557 10/34 4,183 2/34 3,295
27566 Exén 4 IC>T; Gly116Gly 31/34 3,751 3/34 3,61 - - *
27669 Intron4  |G>A 32/34 3,829 2/34 3,57 - -
29182 Ex6n 5 G>A; Thr153Thr 34 3,742 - - - - *
29312 Intron5 PG 23/34 3,546 11/34 4,154 - - *
29322 Intron5 [>T 33/34 3,742 134 415 - - *
34889 Intrén 7 Del 1 pb: A 34 3,742 - - - -
34991 Ex6n 8 A>G; Thr287Thr 21/34 3,575 11/34 4,097 2/34 3, 295 *

* Mutacion seleccionada para ampliacion del estudio - 126 -
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descritas previamente. En la tabla 4.3.3.1. semesuas frecuencias genotipicas y
localizacion génica para cada una de las mutacideesificadas.

De las 20 mutaciones identificadas seleccionamds %0 por ser las
mutaciones mas probables de estar asociadas caonivides de GlcCerTABLA
4.3.3.9, en funcion de la region génica en la que seliladzan, la frecuencia de
individuos portadores de la mutacion, y los niveteslios de GlcCer asociados a
cada genotipo. A continuacion, extendimos el gpadith de estas 10 mutaciones a
todas las muestras de DNA disponibles de los 3té&pies con VTE y los 320
controles, con el fin de determinar la frecuen@adagipica de cada una de las
mutaciones y poder establecer si son mutacionesaass a cambios en los niveles
de GlcCer y/o al riesgo de VTE, con el fin de estudasociaciones
genotipo/fenotipo/enfermedad.

TABLA 4.3.3.3. MUTACIONES SELECCIONADAS PARA LA AMPLIACION
DEL ESTUDIO Y METODO DE GENOTIPADO EMPLEADO PARA LA
DETECCION DE CADA UNA.

UGCG MUTACION METODO de GENOTIPADO
Regién promotora 270 AICIG SECUENCIACION DIRECTA
S'UTR -222 ins10pb MINI-SECUENCIACION

148 AIG MINI-SECUENCIACION
Intron 1 -
166 C/T MINI-SECUENCIACION
Intrén 2 25510 C/G MINI-SECUENCIACION
Exon 4 27566 CIT SECUENCIACION DJRECTA
EX6n 5 29182 G/A SECUENCIACION DIRECTA
29312 A/IG Msl |
Intron 5 -
29322 C/IT MINI-SECUENCIACION
Ex6n 8 34991 A/G MINI-SECUENCIACION

En la tabla 4.3.3.3 incluimos las mutaciones s#&beeclas para la
ampliacion del estudio y el método empleado paradeteccion, siguiendo el
protocolo descrito en el apartado correspondiepsteMdterial y Métodos de la
presente Tesis Doctoral. Dependiendo de la naazrale la mutacidn, elegimos el
sistema de deteccion mas adecuado. Asi, mediantei-seduenciacion
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29322 CT (DETECC GA).PICO A&
CORREA 425,

- 129 -

\ A34991G AA
C25510G CG
S
a0 £l 52 kit
A34991G AA
C25510G CG f‘\\
/
a0 £l 52 ki
A34991G AA
C25510G CG

C25510G CC  A34991G AC

P

C25510G CC A34991G GC

C25510G CC ke

capilar con los diferentes picos para cada genotipo

y polimorfismo.



Resultados.

a). - UGCG
I I l_I_I_I-I_I_I 3,
5 PCR 3’
C e
¥ 428 bp -

alelo A

§ ...CATGT TCATA... 3
3 ...GTACA AGTAT... §

- 428 bp b

%MSI \vL alelo G

5 ...CATIGT TCATG... &
37 ..L.GTHCA AGTAC... §

4 34 bp——— P 4—114 bp P

FIGURA 4.3.3.4. Genotipado del polimorfismo A29312@&n el intron 5 del gen de la UGCG
mediante analisis de restriccion con el enzima Mdl a). Esquema de la técnica,by. Gel de
agarosa con el rsultado de la digestion enzimdetaroducto de amplificacion con Msl 1.

El pocillo 1 contiene un marcador
de peso molecular de 100 pb. Los
pocillos 4 y 6 contienen muestras
de genotipo AA, cuyo patron de
bandas es de 428 pb, que
corresponde al tamafio del
fragmento original de PCR. El
pocillo 5 contiene una muestra de
genotipo GG, con un patron de
bandas de 314 + 114 pb, producto
de la digestion por Msl I. Los
pocillos 2 y 3 contienen muestras
de genotipo AG, cuyo patron de
bandas es de 428 + 314 + 114 pb.
La banda de 114 pb no se detecta
en el gel.
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genotipamos, en una sola reaccion, la inserciodQid en posicién -222 en la
region 5'UTR, las mutaciones A148G y A166T (en plato desequilibrio de
unién con la mutacién C-295T de la region promgterael intron 1, la mutacion
C25510G en el intrén 2, la mutacion C29322T ennéldn 5, y la mutacién
A34991G en el exon 8. En las figuras 4.3.3.2 y3433se muestra un esquema del
ensayo de mini-secuenciacion y los electroferogsaresultantes, obtenidos tras la
electroforesis capilar, con los diferentes picosapeada genotipo y mutacion
respectivamente.

Mediante la enzima de restriccion Msl | determinamla mutacion
A29312G en el intron 5 del gen de la UGCG, ya @uprésencia del alelo mutado
genera una diana de restriccion para este enzisiaeA presencia del alelo G, el
fragmento original de 428 pb da lugar a dos fragowede 314 y 114 pb, mientras
gue en presencia del alelo A la enzima no reconogpina diana en el fragmento,
y se obtiene el fragmento de 428 pb. En la figuBa34 se muestran los resultados
obtenidos tras la digestion con este enzima dghfesto obtenido por PCR. Con
la finalidad de validar los resultados obtenidoglianete el empleo de estas dos
técnicas, analizamos un pequefio grupo de muesé@ismte secuenciacion directa
para las regiones que incluyen las mutaciones téees En todos los casos, los
resultados obtenidos fueron idénticos, demostradadwalidez de las técnicas
utilizadas.

El resto de mutaciones se determinaron medianteereiacion directa.

4.3.4. ASOCIACION DE LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL
GEN DE LA UGCG Y LOS NIVELES PLASMATICOS DE GlcCer
CON EL RIESGO DE TROMBOSIS

Para las 10 mutaciones seleccionadas anteriormamigjamos el numero
de casos y controles inicialmente estudiando &81dspacientes con VTE y 320
controles con niveles plasmaticos de GlcCer comacilie teniamos disponibles.
No todos los individuos tenian disponible una rmaede DNA para el estudio
genético. Ademas, en algunas mutaciones no fuesaeoecaracterizar todas las
muestras disponibles para obtener una conclusi®moE ello que el nimero de
casos estudiados para el analisis genético esediferpara 10 mutaciones
analizadas.

Las tablas 4.3.4.1 a 4.3.4.6 muestran los nivedeSldCer de los individuos
del grupo control de acuerdo con el genotipo padaaina de las 10 mutaciones
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seleccionadas, mientras que las tablas 4.3.4.3.4. 2 muestran las frecuencias
genotipicas obtenidas para cada una de las muéscestudiadas en el grupo de
pacientes con VTE y controles, y el OR estimadaréirpdel analisis de regresion
logistica.

El polimorfismo A-270C (rs7871397) produce un cammthé base trialélico,
habiendo identificado todas las combinaciones detigos posibles. Sin embargo,
en ningln caso encontramos una clara asociaciée gernotipo, niveles de GlcCer
y riesgo de VTHTABLAS 4.3.4.1y 4.3.4.).

TABLA 4.3.4.1. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LAS MUTACIONES
ESTUDIADAS EN LA REGION 5'UTR DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROLES GlcCer (ug/ml) P
N (frecuencia)

A-270C/ G 137 6,25+ 1,71

AA 54 0,39 6,12 +1,81 0,735
AC 8 0,06 5,69 +1,31
AG 58 0,42 6,4+1,76
PROMOTOR CG 6 0,04 6,08 + 0,60

5UTR CcC 0 0,00 -

GG 11 0,08 6,54 + 1,60
ins.10pb -222 255 6,16 + 1,53

-/ - 159 0,62 6,13 +1,52 0,095
-+ 79 0,31 6,07 +1,54
+/+ 17 0,07 6,89 + 1,61

Valores de GlcCer expresados como media = DE (ug/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP significacion estadistic

TABLA 4.3.4.7. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN LA R EGION
5"UTR DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PAC'ENTF‘.S CONTROL'.ES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
A-270C/ G 112 137
AA 46 0,41 54 0,39 1*
AC 10 0,09 8 0,06 1,217 (0,437-3,395) 0,794
AG 46 0,41 58 0,42 1,050 (0,612-1,803) 0,891
PROMOTOR CG 3 0,03 6 0,04 0,684 (0,163-2,883) 0,734
5UTR CcC 1 0,01 0 0,00 4,097 (0,163-102,9) 0,427
GG 6 0,05 11 0,08 0,747 (0,258-2,167) 0,792
ins.10pb -222 211 255
-/- 126 0,60 159 0,62 1*
-+ 78 0,37 79 0,31 1,161 (0,791-1,703) 0,494
+/+ 7 0,03 17 0,07 0,4583 (0,188-1,118) 0,103

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio muestral; OR: odds ratio: IC: intervalo de iemzf;P significacion estadistic
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Por contra, se observo cierto grado de asociacithe & insercion de 10 pb
localizada en la regién 5’UTR del gen de la UGCG@iweles aumentados de
GlcCer P=0,095), asi como una tendencia a menor riesgoTdean presencia de
la insercién en homocigosis (OR=0,458; IC95%= 0,188.8;P=0,103) {ABLAS
4341y4.34)

Las tablas 4.3.4.2 y 4.3.4.8 muestran los resudtaalotenidos para las
mutaciones seleccionadas en el intrén 1 del getaddGCG. No se observo
ninguna asociacién ni con los niveles de GlcCeroni el riesgo de VTE para los
polimorfismo A148G y A166T (rs3780519), este Ultiero completo desequilibrio
de union con el polimorfismo C-295T (rs28719626¢niificado en la region
5UTR.

TABLA 4.3.4.2. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOT[FICAS PARA LAS MUTACIONES
ESTUDIADAS EN EL INTRON 1 DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROLI.ES GlcCer (ug/ml) P
N (frecuencia)

A 148 G 259 6,16 + 1,53

AA 146 0,56 6,12 + 1,55 0,873
AG 96 0,37 6,26 + 1,57
INTRON 1 GG 17 0,07 5,92+ 1,19
A 166T 260 6,16 + 1,53

AA 120 0,46 6,12 + 1,58 0,905
AT 120 0,46 6,21 +1,52
TT 20 0,08 6,13 + 1,53

Valores de GlcCer expresados como media = DE (ug/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP significacion estadistic

TABLA 4.3.4.8. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN EL IN TRON 1
DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PACIENTE.S CONTROLI.ES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
A 148 G 211 259
AA 119 0,56 146 0,56 1*
AG 75 0,36 96 0,37 1,031 (0,704-1,511) 0,922
INTRON 1 GG 17 0,08 17 0,07 1,286 (0,636-2,599) 0,588
A 166T 211 260
AA 101 0,48 120 0,46 1*
AT 96 0,45 120 0,46 1,027 (0,709-1,511) 0,925
TT 14 0,07 20 0,08 0,844 (0,412-1,732) 0,719

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio muestral; OR: odds ratio: IC: intervaladefianzaP significacion estadistic
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TABLA 4.3.4.3. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LAS MUTACIONES ESTUDIADAS
EN EL INTRON 2 DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROLI.ES GlcCer (ug/ml) P
N (frecuencia)
del. 5pb 17574 47 6,31+ 1,89
-/ - 24 0,51 6,15 + 2,28 0,246
-1+ 20 0,43 6,71+ 1,34
+/+ 3 0,06 5,00 + 0,95
INTRON 2 del 5 pb 23 0,49
C 25510 G 203 6,03 + 1,49
cc 198 0,98 6,04 + 1,49 0,380
CG 5 0,02 5,49 + 1,09
GG 0 0,00 -

Valores de GlcCer expresados como media + DE (ug/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP significacién estadistic

TABLA 4.3.4.9. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN EL | NTRON 2
DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PACIENTES CONTROLES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
del. 5pb 17574 36 1 47
-/- 13 0,36 24 0,51 1*
-1+ 20 0,56 20 0,43 1,672 (0,680-4,110) 0,365
+/+ 3 0,08 3 0,06 1,442 (0,280-7,439) 0,686
INTRON 2 del 5 pb 23 0,64 23 0,49 1,846 (0,759-4,490) 0,190
C 25510 G 185 1 203
CcC 180 0,97 198 0,98 1*
CG 5 0,03 5 0,02 1,172 (0,334-4,115) 1,000
GG 0 0,00 0 0,00

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio muestral; OR: odds ratio: IC: intervaladefianza,P significacion estadistic
Sin embargo, al comprobar mediante secuenciaciéectdi los resultados

obtenidos mediante mini-secuenciacién para estenpdlsmo, en un grupo de 36
pacientes y 47 controles, y aunque no era una muatawmicialmente seleccionada,
pudimos determinar en el cromatograma las frecasrgénotipicas para la delecion
de 5 pb localizada en posicion 17574 en el intrdeldyen de la UGCG (rs3217582).
En presencia de la delecion se observo una astciadn niveles reducidos de
GlcCer P=0,246), y tendencia a aumentar el riesgo de VTED846; 1C95%=
0,759-4,490;P=0,190) GABLAS 4.3.4.3 y 4.3.43 necesitando ampliar el nimero de
casos estudiados para comprobar si estos resuadoantienen.

De forma similar, tampoco encontramos ninguna asa@i entre genotipo,
niveles de GlcCer y riesgo de VTE para la muta€i@s510G en el intron 2 del
gen de la UGCG (rs41279075n6LAS 4.3.43y 4.3.4 0
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En cuanto al polimorfismo C27566T (rs1134931) idmatdo en el exdn 4 del
gen de la UGCG, en presencia del genotipo 2756&Cdbservé una tendencia a
aumentar el riesgo de VTE (OR=2,761; 1C95%= 0,2540@; P=0,575) {ABLAS
4.3.4.4 Y 4.3.4.1) pero dada su baja frecuencia en la poblacioterbeigosidad =
0,025) la consideramos una mutacion puntual. Astidimos no analizar esta
mutacion en el resto de pacientes y controles.

TABLA 4.3.4.4. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LAS MUTACIONES
ESTUDIADAS EN EL INTRON 3 Y EXON 4 DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROLES o (ug/ml) P
N (frecuencia)
del. 4 pb 27435 | 94 6,39 +1,88
-1- 51 0,54 6,08 +1,87 0,056
INTRON 3 -1+ 36 0,38 6,5+1,70
++ 7 0,07 8,09 +2,13
del 4 pb 43 0,45
C 27566 T 9% 6,39 +1,88
EXON 4 cc 93 0,99 6,39+1,89 0,568
cT 1 0,01 6,92
TT 0 0,00 -

Valores de GlcCer expresados como media = DE (pg/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP significacion estadistic

TABLA 4.3.4.10. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN EL INTRON
3Y EXON 4 DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PACIENTE.S CONTROLI.ES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
del. 4 pb 27435 73 1 94
-/- 45 0,62 51 0,54 1*
INTRON 3 -1+ 23 0,32 36 0,38 0,618 (0,355-1,308) 0,256
+/+ 5 0,07 7 0,07 0,722 (0,220-1,308) 0,769
del 4 pb 28 0,39 43 0,45 0,738 (0,396-1,375) 0,349
C 27566 T 73 1 94
EXON 4 cc 71 0,97 93 0,99 1
CT 2 0,03 1 0,01 2,761 (0,254-31,06) 0,575
TT 0 0,00 0 0,00

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio mustral; OR: odds ratio: IC: intervalo de confianP significacion estadistic

La deteccién de este polimorfismo se realiz6 mediaecuenciacion directa
del fragmento amplificado, el cual contenia tamb&delecién de 4pb en posicion
27435 correspondiente al intron 3 del gen de la BGE35471909). Asi, y aunque
no fue una mutacion inicialmente seleccionada parampliacion del estudio,
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pudimos observar que la delecion se asociaba ogesi aumentados de GlcCer
(P=0,056), y tendia a disminuir el riesgo de VTE (OR=38; 1C95%= 0,396-1,375;
P=0,349) (ABLAS 4.3.4.4 Y 4.3.4.1) necesitando ampliar el nimero de casos
estudiados, con el fin de comprobar si estos st se mantienen.

En cuanto a la mutacion C29182A (rs17853855) ifleatla en el exén 5
del gen de la UGCG, en presencia del alelo 29182Abservé una tendencia a
niveles aumentados de GlcCeP=0,489) y reduccién del riesgo de VTE
(OR=0,353; 1C95%= 0,016-7,67P=0,539), pero dada su baja frecuencia en la
poblacién (heterocigosidad=0,025), la considerammos mutacion puntual. Asi,
decidimos no analizar esta mutacion en el restpatgentes y controles. Las
frecuencias genotipicas de las mutaciones C2932229812G (rs72757814)
localizadas en el intron 5 no mostraron diferen@ae pacientes con VTE vy
controles, ni tampoco las mostraron los niveleG€er [ABLAS 4.3.4.5y 4.3.4.11L

TABLA 4.3.4.5. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LAS MUTACIONES
ESTUDIADAS EN EL EXON E INTRON 5 DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROLES GlcCer (ug/ml) P
N (frecuencia)
G 29182 A 43 5,86 + 1,74
EXON GG 41 0,95 5,83 +1,77 0,489
GA 2 0,05 6,59 + 1,04
AA 0 0,00 -
A 29312 G 199 5,96 + 1,40
AA 148 0,74 5,91 +1,43 0,490
AG 48 0,24 6,09 +1,29
INTRON 5 GG 3 0,02 6,58 + 1,85
C29322 T 200 5,96 + 1,40
cC 200 1,00 5,96 + 1,40 -
cT 0 0,00 -
T 0 0,00 -

Valores de GlcCer expresados como media + DE (ug/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP significacion estadistic
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TABLA 4.3.4.11. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN EL EXON
E INTRON 5 DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PAC'ENTE.S CONTROL'.ES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
G 29182 A 23 1 43
EXON 5 GG 23 1,00 41 0,95 1*
GA 0 0,00 2 0,05 0,353 (0,016-7,677) | 0,539
AA 0 0,00 0 0,00
A 29312 G 161 1 199
AA 122 0,76 148 0,74 1*
AG 37 0,23 48 0,24 0,998 (0,612-1,629) | 1,000
INTRON 5 GG 2 0,01 3 0,02 0,648 (0,117-3,595) | 0,701
C 29322 T 162 1 200
cc 162 1,00 200 1,00 1*
cT 0 0,00 0 0,00
TT 0 0,00 0 0,00

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio muestral; OR: odds ratio: IC: intervaladefianza,P significacion eadistice

El polimorfismo localizado en el exén 8 del genl@é&GCG se asocio con
niveles plasméaticos de GlcCer aumentados. Asinthgiduos portadores del alelo
34991G tenian niveles de GlcCer significativamentas elevados que los
individuos que no portaban dicho ale=0,027) fABLA 4.3.4.6). Ello concuerda
con la tendencia protectora del genotipo 34991G&tdr al VTE (OR=0,668;

TABLA 4.3.4.6. NIVELES DE GlcCer EN EL GRUPO CONTROL Y
FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LAS MUTACIONES
ESTUDIADAS EN EL EXON 8 DEL GEN DE LA UGCG.

LOCALIZACION MUTACION CONTROL'.ES GlcCer (ug/ml) P
N (frecuencia)
A34991G 260 6,16 + 1,53
EXON S AA 142 0,55 6,02 +1,56 0,027
AG 99 0,38 6,20 +1,46
GG 19 0,07 7,00+ 1,52

Valores de GlcCer expresados como media + DE (ug/ml)
N: tamafio muestral; GlcCer: glucosilceramiP: significacion esteistica

TABLA 4.3.4.12. FRECUENCIAS DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS EN EL EXON 8
DEL GEN DE LA UGCG EN PACIENTES Y CONTROLES.

LOCALIZACION MUTACION PACIENTFTS CONTROLI.ES OR (IC 95%) P
N (frecuencia) N (frecuencia)
A34991G 214 1 260
*
EXON 8 AA 110 0,51 142 0,55 1
AG 93 0,43 99 0,38 1,13 (0,780-1,637) 0,571
GG 11 0,05 19 0,07 0,668 (0,311-1,436) | 0,351

Tomamos como grupo de referencia (*) el genotipawsencia de la mutacion.
N: tamafio muestral; OR: odds ratio: IC: intervaladefianza,P significacion estadistic
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IC95%= 0,311-1,436P=0,351) [ABLA 4.3.4.12).

A continuacion, seleccionamos aquellas mutaciometag que obtuvimos
resultados significativos o cerca de la signifidbacitanto para los niveles de
GlcCer como el riesgo de VTE, con el fin de realima analisis multivariante para
estimar el riesgo de VTE asociado a la frecuenemotijpica de pacientes y
controles, incluyendo otros pardmetros que influgebre la enfermedad, y por
tanto, podrian enmascarar su efecto sobre el evmnbotico {ABLA 4.3.4.13.
Solamente la presencia de la insecion de 10 ploerdigosis en la regién 5’UTR
del gen de la UGCG aparece significativa tras ajust OR para los niveles
plasmaticos de APC. Asi, individuos portadores alénkercion en homocigosis
tienen menos riesgo de sufrir un evento trombdtjae aquellos no portadores
(OR=0,343; IC 95%=0,123-0,95B:=0,037).

TABLA 43.4.13. RIESGO DE TEV PARA LAS MUTACIONES
IDENTIFICADAS EN EL GEN DE LA UGCG CON RESULTADOS
SIGNIFICATIVOS EN PACIENTES Y CONTROLES.

PARAMETRO OR (IC 95%)
MODELO 1 MODELO 2
Ins 10 pb 5’UTR en 0,474 0,343
homocigosis (0,192-1,166) (0,123-0,955)
Del 5 pb 12 1,849 1,871
rs3217582 (0,746-4,585) (0,728-4,811)
Del 4 pb I3 0,735 0,794
rs35471909 (0,392-1,379) (0,409-1,544)
34991GG ES8 0,673 0,708
rs7850023 (0,312-1,450) (0,314-1,597)

MODELO 1 = ORs ajustados por edad, sexo y presencia de defectos trombofilicos.
MODELO 2 = como en el modelo 1 pero ademas ajustado por los niveles

plasmaticos de APC y GlcCer.

Con la finalidad de comprobar si este efecto sabndesgo de VTE esta
asociado al efecto del APC y/o GlcCer, se realiz@ndlisis multivarianteTABLA
4.3.4.1). Observamos que al ajustar el OR por niveles idisishos de APC,- el
riesgo para la insercion de 10 pb en la regién BR el gen de la UGCG
disminuye (OR=0,390; IC 95%= 0,138-1,101).
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TABLA 4.3.4.14. RIESGO DE TEV PARA LOS NIVELES PLASMATICOS DE APC Y
GlcCer EN PACIENTES Y CONTROLES.

0,
PARAMETRO OR (IC 95%)
MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3 MODELO 4

ins 10 pb en 0,474 0,474 0,391 0,390
homocigosis | (0,192-1,166) (0,192-1,172) (0,139-1,103) | (0,138-1,101)

Percentil 10 2,133 1,776 1,904 1,766
GlcCer (1,325-3,433) (1,012-3,117) (1,154-3,144) | (0,976-3,198)

Percentil 10 4,544 4,189 6,705 6,566
APC (2,939-7,027) (2,697-6,508) (3,495-12,865) |((3,417-12,616)

MODELO 1 = ORs ajustados por edad, sexo y presencia de defectos trombofilicos.

MODELO 2

plasmaticos de GlcCer.

MODELO 3

plasmaticos de APC.

MODELO 4

plasméticos de GlcCer y APC.
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4.4.  ASOCIACION DE LOS HAPLOTIPOS A1 Y A3 DEL GEN DEL EP CR
CON EL RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO PRECOZ

Los haplotipos Al y A3 del gen del EPCR, que puetigectarse mediante
el genotipado de los polimorfismos 4678G/C y 46@AgEspectivamente, son
capaces de modificar el riego de VTE a través dessaiacion con variaciones en
los niveles plasmaticos de APC y sEPCR, como yaidh@ descrito previamente
(Saposnik Bet al, 2004; Medina Ret al, 2004; Uitte de Willige St al, 2004) y
hemos visto en el apartado 4.1.3. Por otra panersbs estudios han sugerido la
asociacion entre mutaciones en el gen de la trommtolima y EPCR y la
trombosis arterial (Norlund ket al, 1997a; Ireland Ht al, 1997; Le Flem Let al,
1998; Salomaa ¥t al, 1999a; Li YHet al, 2001 & 2002 & 2003 & 2006; Kunz G
et al, 2002; Wu KKet al 2001; Knowles JWet al, 2007; Konstantoulas Gt al,
2004; Ireland Het al, 2005), aunque los resultados son contradictorios.

Ademas, nuestro grupo estudié previamente la agdéoig@ntre los niveles
de APC, el riesgo de infarto de miocardio y el grae afectacion coronaria en
pacientes jovenes supervivientes de infarto de anitha en los que la presencia de
factores de riesgo cardiovascular clasicos son sirouentes y, por tanto, deben
actuar otros sistemas o factores adicionales emig#gn del infarto de miocardio
(Espafa Fet al 2002b; Zorio Eet al, 2006b). Asi, se observé una menor
concentracion de APC circulante en pacientes ctartcnde miocardio a edad
temprana comparado con controles sanos, de formdagdeficiencia hereditaria
de proteina C o niveles disminuidos de APC cirdelgspueden contribuir a un
aumento del riesgo de infarto de miocardio preéaemas, el nimero de arterias
coronarias afectadas, asi como la severidad delelisnes coronarias, se
correlacionaban inversamente con los niveles de, AfeCforma que a menores
niveles de APC el niumero y severidad de las lesi@ma mayor (Zorio Et al
2006b). Por lo tanto, es posible que las alterasiodel sistema hemostatico
jueguen un papel mas importante en el desarrollta deombosis arterial a edad
temprana.

Por todo ello, quisimos comprobar si estos dodokipps en el gen del
EPCR son capaces también de modificar el riesginfdeo de miocardio, sobre
todo en individuos jovenes en los que las arterienarias presentan una menor
afectacion y los factores de riesgo cardiovasaésicos son menos frecuentes, y
en los que, por tanto, el componente trombofilicede jugar un papel muy
importante en el desarrollo de la enfermedad. BHoa genotipamos estos dos

- 140 -



Resultados

polimorfismos en un grupo de pacientes con infdeaniocardio precoz y en un
grupo control formado por sujetos sanos de sinslar@racteristicas al de los
pacientes, con el fin de determinar la asociaciérestos dos haplotipos con el
riesgo prematuro de infarto de miocardio. Tambidantificamos en ambos grupos
los niveles plasmaticos de APC y sEPCR, con los sgueorrelacionan ambos
haplotipos, respectivamente.

4.41. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES C ON
INFARTO DE MIOCARDIO Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

Como se indic6 en Material y Métodos, el estudiduia 689 individuos
(601 hombres y 88 mujeres) que habian tenido amtofle miocardio antes de los
51 afios de edad, procedentes de 3 hospitales éspafb grupo control lo
formaron 697 voluntarios sanos (608 hombres y 8femas) de las mismas areas
geogréficas y con similar distribucion de edad xosal de los pacientes. La tabla
4.4.1 muestra las principales caracteristicascelfnile los sujetos de estudio. No se
encontraron diferencias significativas en la disicion de edad y sexo entre
pacientes y controles.

TABLA 4.4.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTE S Y CONTROLES.

comscTeoncss | PRI | oo | senoooy

Edad en el estudio (afios)* 44 (35-50) 44 (34-51) 0,582
Edad al IM (afios)* 42 (34-49) - -
Hombres, n (%) 601 (87,2) 608 (87,2) 0,962
Tabaquismo, n (%) 604 (87,7) 329 (47,3) <0,001
Dislipemia, n (%) 432 (62,7) 182 (26,1) <0,001
Hipertension, n (%) 240 (34,8) 88 (12,6) <0,001
Diabetes mellitus, n (%) 101 (14,7) 46 (6,6) <0,001

BMI" >30 Kg/m?, n (%) 172 (25,0) 83(11,9) <0,001
Sindrome metabdlico, n (%) 180 (26,1) 70 (10,0) <0,001

* Valores expresados como mediana (percentiles 10-90)
9 BMI: indice de masa corporal
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Ademas, y como era de esperar, la prevalencia slidaltiores de riesgo
cardiovascular analizados era significativamentes rinécuente en el grupo de
pacientes que en el de controles y similar a lartasen otros estudios y registros
realizados en nuestra area geografica (Tormo Diaethal, 1997). Ello sugiere
gue nuestro grupo control era un grupo represeotds la poblacion general.

4.4.2. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y
4678G/C DEL GEN DEL EPCR Y RIESGO DE INFARTO DE
MIOCARDIO PRECOZ

El genotipado de los polimorfismos 4600A/G (haplotiAl) y 4678G/C
(haplotipo A3) del gen del EPCR se realizé comdescribe en el apartado 4.1.2.
La tabla 4.4.2.1 muestra las frecuencias alélicagnotipicas observadas para
dichos polimorfismosAmbos haplotipos eran significativamente mas frates
en el grupo de controles que en el de pacientesitamio de miocardio.

TABLA 4.4.2.1. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y

ALELICAS DE LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y 4678G/C EN EL GEN DEL EPCR,
E INFLUENCIA SOBRE EL RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO.

PACIENTES CONTROLES OR (IC 95%)
(N=689) (N=697) SIGNIFICACION
POLIMORFISMO >
N Frecuencia N Frecuencia ESTADISTICA
(%) (%) (P)
4600A/G
Genotipo AA 606 88,0 554 79,5 1*
Genotipo AG 80 11,6 142 20,4 0,53 (0,39_0’71)&
Genotipo GG 3 0,4 1 0,1 P<0,001
Alelo A 1292 93,8 1250 89,7 1*
0,53 (0,40-0,71)
Alelo G 86 6,2 144 10,3 P<0,001
4678G/C
Genotipo GG 235 34,1 201 30,1 1*
. 0,80 (0,62-1,02)
Genotipo GC 316 45,9 339 48,0 P=0073
. 0,75 (0,56-1,01)
Genotipo CC 138 20,0 157 21,9 P = 0,060
Alelo G 786 57,0 741 53,2 1*
0,85 (0,74-0,99)
Alelo C 592 43,0 653 46,8 P = 0,044

* Grupo de referencia.
& AA Vs AG+GG
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Puesto que el grupo control fue reclutado en treassageogréficas espafiolas
diferentes, analizamos las frecuencias para caplatip en las tres poblaciones
por separado. Las frecuencias del haplotipo A3 erab7, 0,105 y 0,097 segun las
muestras procedieran de Valencia, Murcia o Bareglogspectivamente, mientras
gue las frecuencias del haplotipo Al eran 0,47252y 0,493, respectivamente,
sin que se observaran diferencias significativaeelas.

La frecuencia esperada para el genotipo 4600GG grmgo control era de
alrededor del 1% (6 6 7 portadores de los 697 colmstrtotales), mientras que,
inicialmente y genotipando las muestras usando rélisss por SSCP, no
encontramos ningun individuo control portador dehdigenotipo. Con el fin de
excluir errores en el genotipado de nuestras maggstanalizamos mediante
secuenciacion directa todos los pacientes y castnob portadores del haplotipo
Al, es decir todos aquellos con el genotipo 4678@f&sto que son los unicos
individuos que potencialmente podrian ser portesdatel genotipo 4600GG o
haplotipo A3. También secuenciamos todos los ptasen controles portadores
del genotipo 4600AG. Solamente un individuo congioé habia sido genotipado
inicialmente como portador del genotipo 4600AG raaté SSCPs, fue portador
del genotipo 4600GG al estudiarlo por secuenciaciibacta. Por lo tanto, la
frecuencia de este genotipo para el grupo contral d® 0,001, similar a la
observada en estudios previos para individuos samosuestro grupo (Medina P
et al, 2004 & 2005).

Con fin de analizar con méas detalle la asociacidredos polimorfismos en
el gen del EPCR vy el riesgo de infarto de miocapleroz, realizamos un analisis
de regresion logisticfTABLA 4.4.2.2). En el andlisis univariante, la presencia del
haplotipo A3 y, en menor medida, el haplotipo Addujo el riesgo de infarto de
miocardio precoz (OR=0,53; IC 95%-= 0,40-0,71 y ORS0 IC 95%=0,74-0,99
respectivamente). Tras el ajuste para edad, sexosyfactores de riesgo
cardiovascular clasicos, tanto la presencia ddb a3 como la del alelo Al
permanecieron asociadas con una reduccion deloridsginfarto de miocardio
precoz (OR=0,51; IC 95%= 0,32-0,63 y OR=0,72; IC%99,44-0,84
respectivamente). En contraste, los factores dgaieardiovascular tales como
tabaquismo, dislipemia, hipertension, diabetes itaglly obesidad, tenian ORs
mayores de 2,0.
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TABLA 4.4.2.2. ASOCIACION DE LOS HAPLOTIPOS Al y A3 EN EL GEN DEL EPCR Y
OTROS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULARES CON EL RIESGO DE INFARTO
DE MIOCARDIO PRECOZ.

PARRMETROS |1 ueneia | N | Frecuenca | ODELO 1 | MODELG
oo soos (g | 82| 02z | 14 | 02| 05T | 0536
Reacrsc ay | 454|088 | 46 | 072 | (BB | o e
FUMADORES | 604 | 0,88 329 0,47 (5,9;%,3 2) (3,857'?73: 60)
DISLIPEMIA 432 | 0,63 182 0,26 (318‘2’%), 16) (2,126?2 03)
HIPERTENSION | 240 0,35 88 0,13 (217%?42' 77) (11826_533 74)
MELLITUS 101 015 46 0,07 (1,724if1§59) (1,426?;77)
BMI 2 30kg/m? | 172 0,25 83 0,12 (1,820'_533 58) (1,724'_5; 88)

MODELO 1 = datos crudos.
MODELO 2 = ORs ajustados para edad, sexo, y presencia de los otros 6 parametros

citados en la tabla.

Ireland y colaboradores (2005) observaron que daempe proteccion frente
a la enfermedad coronaria presente en los portad@ehaplotipo A3 desaparecia
en presencia de diabetes o sindrome metabdlicatidssanalizamos por separado
un subgrupo de 101 pacientes con infarto de miazgrd6 controles afectados de
diabetes mellitus. Tras el ajuste para otros fastate riesgo cardiovascular, la
presencia del haplotipo A3 aumentd la protecci@mtér al infarto de miocardio
precoz (OR=0,40; IC 95% = 0,15-0,80), mientras gueaplotipo Al perdié su
papel protector (OR=0,89; IC 95% = 0,42-1,89). TEmlanalizamos un subgrupo
de 180 pacientes y 70 controles que presentabanosie metabdlico. Tras el
ajuste por otros factores de riesgo cardiovasctdato la presencia del haplotipo
Al como la del haplotipo A3 se asociaban con udaaeén del riesgo de infarto
de miocardio precoz (OR=0,44; IC 95%=0,24-0,75 yOR7; IC 95%=0,56-0,98,

respectivamente).
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TABLA 4.4.2.3. EFECTO DE LA PRESENCIA SIMULTANEA, DE UNO O NING UNO DE
LOS HAPLOTIPOS Al Y A3 DEL GEN DEL EPCR SOBRE EL RIESGO DE INFARTO DE
MIOCARDIO PRECOZ.

COMBINACION DE PACIENTES CONTROLES OR (IC 95%)
SIGNIFICACION
LS N | Frecuencia N Frecuencia ESTADISTICA ( P)
4600AA+4678GG
179 0,26 133 0,19 1*
(no Al no A3) ’ ’
4600AG+4678GG 53 0,08 68 0.10 0,55 (_0,76-0,86)
(solo A3 presente) P =0,010
4600AA+4678GC o CC 427 062 421 0.60 0,73 (_0,56-0,92)
(solo Al presente) P =0,010
4600AG+4678GC 27 0.04 75 011 0,26 (_0,18-0,39)
(Al y A3 presentes) P =0,010
4600AG+4678GG
53 0,08 68 0,10 1*
(solo A3 presente)
4600AG+4678GC 27 0.04 75 011 0,44 (_0,23-0,78)
(Al y A3 presentes) P =0,006
4600AA+4678GC o CC
© 427 0,62 421 0,60 1*
(solo Al presente)
4600AG+4678GC 27 0,04 75 011 0,34 (0,21-0,55)
(Al y A3 presentes) P < 0,001

* Grupo de referencia
Al 'y A3 hacen referencia a los haplotipos Al yd&Bgen del EPCR.

Puesto que tanto la presencia del haplotipo Al ctandel A3 parecian
reducir el riesgo de infarto de miocardio precogtudiamos el efecto sobre el
riesgo de infarto de miocardio de la presencia k&nea de ambos haplotipos
comparado con la presencia de solamente uno omordgi estos haplotipos. Como
se puede observar en la tabla 4.4.2.3, y en andsws, los efectos protectores de
los haplotipos Al y A3 parecen ser aditivos.

4.4.3. NIVELES DE PROTEINA C ACTIVADA (APC)YSEPC R Y
RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO PRECOZ

Puesto que los haplotipos A1y A3 en el gen @RCR estan asociados con
niveles plasméaticos aumentados de APC y sEPCRatbsgpeente, determinamos
ambos parametros en un subgrupo de 260 pacientesnfasto de miocardio
precoz y 260 individuos sanos de los que dispordamplasma para dicha
determinacion y no estaban sometidos a tratammmanticoagulantes orales. La
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distribucion de haplotipos y genotipos en este siigera similar a la observada
en el grupo total. La tabla 4.4.3.1 muestra lo®lew plasmaticos de APC en
pacientes y controles de acuerdo con el polimodid®78G/C del gen del EPCR.
Los niveles de APC, como ya habia sido descrituigmgente para pacientes con
VTE (Espana Fet al 2001; Medina Pet al 2004), aumentaron conforme
aumentaba el nimero de alelos 4678C (haplotipopfd9entes, tanto en controles
como en pacientes, aunque en este Ultimo caso lsanzar significacion
estadistica.

TABLA 4.4.3.1. DISTRIBUCION DE LOS NIVELES DE APC SEGUN LOS
GENOTIPOS PARA EL POLIMORFISMO 4678G/C EN EL GEN DEL EPCR EN
PACIENTES Y CONTROLES.

PACIENTES CONTROLES
GENOTIPO (N=260) (N=260)
N APC(ng/ml) | (percentiles N APC(ng/ml) | (percentiles
mediana 10-90) mediana 10-90)

TODOS 260 1,06 0,65-1,57 | 260 1,22 0,80-1,84
467866 | 89 | 102 | 065-1,60 | 78| 106 | 0,73-156
4678GC 120 1,07 0,66-1,41 | 123 1,21 0,84-1,88
4678CC 51 1,15 0,64-1,86 | 57 1,39 0,86-1,98
GGvscCY | 0069 - 0057

K-W test * 0,133 0,001
1 ANOVA

* Prueba de Kruskal-Wallis

Al estratificar los niveles de APC por cuartilesggn los niveles de APC en
el grupo control, y comparando con el cuarto cljaeli riesgo de infarto de
miocardio aumentaba conforme disminuia el cuaAilemas, el analisis de
regresion logistica mostré que, cuando analizarhas/el de APC como variable
continua, el riesgo de infarto de miocardio aumemd&0% por cada descenso de
un desvio estandar (0,40 ng/ml) en los niveles BE LOR=1,5; IC 95%=1,3-2,1)
(TABLA 4.4.3.2). Esta asociacion se mantuvo significativa altajugor el haplotipo
Al (OR=1,4; 1C95%=1,2-2,3). Sin embargo, al introdwen el modelo tanto la
presencia del haplotipo A1 como el cuarto cuadilaplos niveles plasmaticos de
APC en el grupo control, este efecto protector pgase (OR=1,0; IC 95%=0,7-
1,5).

Los niveles plasméticos de sEPCR se vieron modifisgen presencia del
alelo 4600G (haplotipo A3), como era de esperaeyaduerdo a los resultados
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obtenidos previamente (SaposnikeB al, 2004; Medina Ret al 2004; Uitte de
Willige S et al, 2004). El nivel de sEPCR fue significativamentayor en los
portadores del haplotipo A3 que en aquellos sia baplotipo, tanto en el grupo
control como en el de pacientes con infarto de amitio.

TABLA 4.4.3.2. NIVELES DE EPCR SOLUBLE SEGUN LOS GENOTIPOS PARA EL
POLIMORFISMO 4600A/G EN EL GEN DEL EPCR EN PACIENTES Y CONTROLES .

PACIENTES CONTROLES
GENOTIPO (N=260) (N=260)
N SEPCR(ng/ml) | (percentiles N SEPCR(ng/ml) | (percentiles
mediana 10-90) mediana 10-90)
TODOS 260 106 66-1304 | 260 113 75-2814
| 4600AA | 229 | 96 | 66-144 |206| 103 | 70-145
4600AG 30 383 231-491 53 281 189-396
4600GG 1 602 502-790 1 495
aavsce' | <0001 | <0001
TANOVA

Al estratificar los niveles de sEPCR por cuartileegin los niveles de
SEPCR en el grupo control, y comparando con elgrenartil, el riesgo de infarto
de miocardio para individuos con niveles de sEP@RIeuarto cuartil era de 0,57
(1C95%=0,34-0,95). Al introducir en el modelo degmesion la presencia del
haplotipo A3, el efecto protector frente al riesge infarto de miocardio se
mantuvo (OR=0,61; 1C95%=0,43-0,94). Sin embargmtabducir en el modelo de
regresion tanto la presencia del haplotipo A3 cefrmuarto cuartil de sEPCR, este
efecto desaparecié (OR=0,70; 1C95%=0,33-1,43 y O83;01C95%=0,29-1,65
respectivamente).

Puesto que un nivel elevado de sEPCR puede inkaibactivacion de la
proteina C (Ghosh 8t al 2007; Lopez-Sagasetaed al, 2007; Molina Eet al,
2008), calculamos la correlacion entre los niveies\PC y de sEPCR en pacientes
y controles, tanto en el grupo completo como emcadbgrupo de acuerdo con el
genotipo para el polimorfismo 4600A/G. Ninguna ds torrelaciones calculadas
fue significativa, excepto aquella para el subgru® individuos controles
portadores del genotipo 4600AG (r=-0,2R80,041).
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4.5. EVALUACION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE LA PROTEINA C
EN LA ENFERMEDAD DE BEHCET Y SU CORRELACION CON EL
RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

La enfermedad de Behcet consiste en un desordelamatbrio
multisistémico de origen desconocido, asociado dafio endotelial causado por
vasculitis. Los pacientes con la enfermedad de @&elpgesentan un estado
procoagulante, encontrando que un 25% de estoemesi sufren trombosis,

aunque el mecanismo que explica la formacion @ehtio en estos pacientes es
desconocido.

En un estudio previo realizado por nuestro grupavélkro Set al, 2004), se
evaluo el sistema de activacion de la proteina @ enfermedad de Behget, con la
finalidad de analizar su correlacion con el riedgarombosis. Se observo que los
pacientes con la enfermedad de Behget tienen sivetkicidos de APC circulante,
causando un estado de hipercoagulabilidad que goexplicar la elevada
incidencia de VTE observada en dichos pacientes, y}puesto que los haplotipos
Aly A3 del gen del EPCR son capaces de modificaego de VTE a través de su
asociacion con variaciones en los niveles plaswgiie APC y SEPCR (Saposnik
B et al, 2004; Medina Ret al, 2004; Uitte de Willige St al, 2004), como ya ha
sido descrito previamente y hemos visto en lostagas 4.1.3 y 4.4.3, quisimos
analizar la frecuencia de estas mutaciones enrlgmg de pacientes con Behget y
controles, mediante el genotipado de los polimondis 4678G/C y 4600A/G del
gen del EPCR respectivamente, con el fin de determsi influyen en la mayor
predisposicion al desarrollo de trombosis asociedia esta enfermedad, y si
explican los niveles reducidos de APC observadosstos pacientes, de forma
similar al estudio realizado en el apartado 4./ padividuos portadores de la
mutacion 20210A.

4.5.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES Y
CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Estudiamos un grupo de 39 pacientes diagnosticdel@ehcet, de entre los
cuales doce presentaron VTE. Soélo dos de los pasiese encontraban en fase
activa de la enfermedad, caracterizada por aféctagcular grave, el resto se
encontraban en fase inactiva o0 minima de la enfdacheLa duraciéon media de la
enfermedad fue de 8,55t9 afios, y rango de 1 a 15 afios.
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El grupo control estaba formado por 78 individu@nas con similar
distribucion de edad y sexo al del grupo de paegent

La tabla 4.7.1 muestra las principales caractesisttlinicas de los pacientes
diagnosticados de enfermedad de Behget e individwogrol incluidos en el
estudio. No hubo diferencias significativas enteigntes y controles para ninguna
de las caracteristicas clinicas analizadas, nidampespecto a la distribucion de
edad y sexo ni en cuanto al porcentaje de fumadores

TABLA 4.5.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES Y CONTROLES.

PARAMETROS PACIENTES | CONTROLES Sllziﬁflgci?Tcllc(i\N
N =39 N=78
(P)

EDAD (afios; media + DE) 42,4+12,1 | 41,8+11,3 0,896
HOMBRES (%) 48,7 48,7 1,000
FUMADORES (%) 28,2 38,4 0,296
ULCERAS BUCALES (%) 100 - .
ULCERAS GENITALES (%) 77 - .
ARTRALGIA (%) 67 - .
FIEBRE (%) 51 - .
AFECTACION OCULAR (%) 49* - .
AFECTACION CUTANEA (%) a4% - ,
EVENTOS TROMBOTICOS (%) 31 - .
EVENTOS NEUROLOGICOS (%) 28 - .
AFECTACION $

GASTROINTESTINAL (%) 13 - -

*Diez pacientes con uveitis posterior, cuatro anterior y cinco con otras.
Doce pacientes con pseudofoliculitis, siete con eritema nodosum, dos con vasculitis y
cuatro con otros.

Doce pacientes con afectacion del sistema nervioso central y uno con afectacién del
sistema nervioso periférico.

4.5.2. PARAMETROS DE LA COAGULACION EN PACIENTES Y
CONTROLES

Ninguno de los pacientes con enfermedad de Behesemtaba deficiencia
de proteina C, proteina S, AT, plasmindgeno o tofdtde laheparina, mientras
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que uno de los controles era deficiente en prot€inBncontramos un paciente
heterocigoto para la mutacion factor V Leiden, @aoa la mutacion 20210A en el
gen de la protrombina, y un tercero heterocigoti@ @anbas mutaciones. En el
grupo control habia 2 individuos heterocigotos panautacion factor V Leiden y

3 individuos para la protrombina 20210R=0,095 yP<0,5 respectivamente).

En todos ellos, y anteriormente, se realizé undéstde trombofilia, que
incluia los siguientes parametros: AT, proteinap@teina S, plasminégeno,
cofactor Il de la heparina, inhibidor de la protei@, al1-AT, fibrindgeno, factor
VIII, factor von Willebrand y proteina C reactivBodos los parametros estudiados
mostraron mayores niveles en los pacientes conftareedad de Behcget que en el
grupo control, pero no mostraron diferencias etltsepacientes con Behcet que
habian sufrido un VTE frente a los que no lo halsiainido. EI aumento de los
niveles de los diferentes parametros de la coaguladeterminados en los
pacientes con enfermedad de Behcet es productoraetso de inflamacion y el
dafo endotelial asociados a la enfermedad.

4.5.3. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y
4678G/C DEL GEN DEL EPCR Y RIESGO DE
TROMBOEMBOLISMO VENOSO

El genotipado de los polimorfismos 4600A/G (haplotiAl) y 4678G/C
(haplotipo A3) del gen del EPCR se realiz6 combasédescrito anteriormente en el
apartado 4.1.2. La tabla 4.5.3.1 muestra las freage alélicas y genotipicas
observadas para dichos polimorfismos en el grupgagéentes con la enfermedad
de Behcget y el grupo contrdla frecuencia del alelo 4600G (haplotipo A3) era
mayor en el grupo de controles que en el de pasamn la enfermedad de Behget
(0,07 vs 0,04 respectivamente)P£0,321). Sin embargo, no encontramos
diferencias en las frecuencias del alelo 4678C I¢tigp Al) (0,05vs 0,05
respectivamentePE0,525).

El andlisis de regresion logistica revel@dgLA 4.5.3.1) que la presencia del
alelo 4600G (haplotipo A3) tiende a disminuir @sgo de padecer la enfermedad
de Behcet (OR=0,508; IC 95%=0,133-1,937), perollsijar a una significacion
estadistica. No se observaron diferencias en piesdrl alelo 4678C (haplotipo
Al) (OR=1,371; IC 95%=0,518-3,628). Al incluir ehraodelo sexo y edad, los
ORs no se vieron modificados (datos no mostradds &ila)
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TABLA 4.5.3.1. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE
LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y 4678G/C EN EL GEN DEL EPCR, E INFLUENCIA
SOBRE EL RIESGO DE PADECER LA ENFERMEDAD, EN PACIENTES CON LA
ENFERMEDAD DE BEHCET Y CONTROLES.

PACIENTES CONTROLES OR (IC 95%)
POLIMORFISMO (N=39) N=78) SIGNIFICACI()N
N Frecuencia N Frecuencia | ESTADISTICA ( P)
4600A/G
Genotipo AA 36 0,92 67 0,86 1*
Genotipo AG 3 0,08 11 0,14 0,508 (0,133-1,938)
Genotipo GG 0 | _-__ -0 _ | _-__L__ P=0380 _ _
Alelo A 75 0,96 145 0,93 1*
0,508 ( 0,133-1,937)
Alelo G 3 0,04 11 0,07 P =0,321
4678G/C
Genotipo GG 7 0,18 18 0,23 1*
1,505 ( 0,549-4,125)
Genotipo GC 24 0,62 41 0,53 P =0,4687
1,083 ( 0,325-3,603)
GenotippCC | 8 | 020 | 19 | 024 | _ _P=1000 _ _
Alelo G 38 0,49 77 0,49 1*
1,371 (0,518-3,628)
Alelo C 40 0,51 79 0,51 P =0,525

* Grupo de referencia.

En el estudio previo realizado por nuestro grupav@dro Set al, 2004), se
demostré que niveles reducidos de APC circularge en riesgo para el desarrollo
de la enfermedad de Behcget. Por otra parte, ladtadss obtenidos en la presente
tesis sugieren que la presencia del alelo 4600@idiea proteger frente a la
enfermedad de Behget. Por tanto, analizamos si aypdx@metros son factores de
riesgo independientes. Asi, realizamos un andlisisegresion logistica incluyendo
ambos parametrosTABLA 4.5.3.2. Observamos que el ligero efecto protector
asociado a la presencia del alelo 4600G (haplaippdisminuye al ajustar por
niveles disminuidos de APC (OR=0,756; IC 95%=0, 3833).
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TABLA 4.5.3.2. RIESGO DE PADECER LA ENFERMEDAD DE BEHCET, SEGUN LA
PRESENCIA DEL HAPLOTIPO A3 DEL GEN DEL EPCR O NIVELES REDUCIDOS D E
APC CIRCULANTE, EN PACIENTES Y CONTROLES.

) OR (IC 95%)
PARAMETRO
MODELO 1 MODELO 2
Presencia del alelo 4600G (A3) 0,507 ( 0,133-1,938) 0,756 (0,183-3,133)
Niveles de APC < percentil 10 12,045 (4,176-34,743) | 11,751 ( 4,046-34,128)

MODELO 1 = ORs ajustados por edad y sexo.
MODELO 2 = como en el modelo 1, pero ademas ajosfaat cada uno de los parametros
estudiados.

La tabla 4.5.3.3 muestra las frecuencias geno#ipycalélicas observadas
para dichos polimorfismos en los pacientes con réermedad de Behcet,
distribuidos segun hubieran sufrido o no un evémmbético. Observamos como
tanto la frecuencia del alelo 4600G (haplotipo A®mo la del alelo 4678G
(haplotipo A1) es mayor en aquellos pacientes éstore de VTE que en aquellos
sin historia (0,00vs 0,06 y 0,54vs 0,46 respectivamenteP£0,549 yP=0,449
respectivamente).

TABLA 4.5.3.3. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y
ALELICAS DE LOS POLIMORFISMOS 4600A/G Y 4678G/C EN EL GEN DEL EPCR,
E INFLUENCIA SOBRE EL RIESGO DE VTE EN PACIENTES CON LA
ENFERMEDAD DE BEHCET CON Y SIN HISTORIA DE VTE.

PACIENTES con PACIENTES sin OR (IC 95%)
POLIMORFISMO VTE (N=12) VTE (N=27) SIGNIFICACION
N | Frecuencia N Frecuencia | ESTADISTICA ( P)
4600A/G
Genotipo AA | 12 1 24 0,89 1*
Genotipo AG 0 - 3 0,11 0,280 ( 0,013-5,861)
GenotipoGG |_ 0 | - _ } O (- | | P=0539 |
Alelo A 24 1 51 0,94 1*
0,300 ( 0,015-6,048)
Alelo G 0 - 3 0,06 P =0,549
4678G/C
Genotipo GG 3 0,25 4 0,15 1*
0,549 (0,097-3,119)
Genotipo GC 7 0,58 17 0,63 P =0,6518
0,444 ( 0,050-3,979)
Genotipo CC _2 | _ 6017 _|_6 _|__022 | _ _ P=0,608 |
Alelo G 13 0,54 25 0,46 1*
0,522 (0,097-2,810)
Alelo C 11 0,46 29 0,54 P = 0,449

* Grupo de referencia.
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Resultados

El andlisis de regresion logistica mostr6 que e pacientes con la
enfermedad de Behget, la presencia tanto del 4690G (haplotipo A3) como la
del alelo 4678C (haplotipo Al) tiende a dismindiriesgo de VTE (OR=0,300;
IC95%=0,015-6,048 y OR=0,522; 1C95%=0,097-2,81(peetivamente), aunque
sin significacion estadistica.
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5.— DISCUSION

“EL cerebro no es wn vaso para Llenar,
sino una Lampara para encender”.
(Plutarceo)
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5.1. [ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LOS POLIMORFISM OS
IDENTIFICADOS EN EL GEN DEL EPCR AL RIESGO DE VTE EN
SUJETOS PORTADORES DE LA MUTACION 20210A EN EL GEN
DE LA PROTROMBINA

La mutacion 20210A de la PT, junto con la mutadidn Leiden, son los
factores de riesgo de origen genético que con ne@sidcia se asocian al VTE.
Mdltiples son los estudios realizados para estas rdotaciones. La mutacion
20210A se ha asociado con un aumento en el riesgoecurrencia de VTE
(Marchiori A et al, 2007), y diferentes estudios han demostrado guare&sencia
de otros factores de riesgo, el riesgo de VTE asdocia la mutacion 20210A
aumenta (Tirado ét al, 2001; Emmerich 8t al, 2001; Martinelli let al, 1999; Van
Rooden Clt al, 2004; Gisslinger Het al, 2005). Por lo tanto, la presencia de
polimorfismos en proteinas implicadas en vias aagalantes, podria modificar el
riesgo trombdético de individuos portadores de laation 20210A. Un posible
candidato podria ser la via anticoagulante de laFR€sto que el EPCR es uno de
los componentes necesarios para la activaciénistehs anticoagulante de la PC,
nos planteamos investigar la asociacion entre dmdotipos Al y A3 del gen del
EPCR vy el riesgo trombotico asociado a individuostgzlores de la mutacion
20210A en el gen de la PT.

Tras el genotipado de los dos polimorfismos maneside los haplotipos
Al y A3 en el gen del EPCR, se observé que la éecia del alelo 4600G
(haplotipo A3) era mas frecuente en el grupo déepses con historia de VTE, no
relacionados entre si y portadores de la mutacid2l@A (16,7%), que la
previamente observada en sujetos sintomaticos Yd0yOasintomaticos (10,2%)
portadores de la mutacion FV Leiden, en pacieresWTE (9,4%), o en sujetos
sanos (9,2%) (Medina & al, 2004 & 2005). El estudio de las familias de estos
pacientes con VTE portadores de la mutacién 202104tré que el alelo 4600G
(haplotipo A3) del EPCR estaba asociado con un atorgel riesgo de VTE en
portadores del alelo 20210A. Ademds, los portadodets alelo 4600G
experimentaron el primer episodio tromboético a edad mas joven, y estaban
libres de trombosis a los 40 afios en una mengopen que los portadores del
alelo 4600A. En contraste, el alelo 4678C (hapto#d) no modificé el riesgo de
VTE en portadores del alelo 20210A, aunque la Oilitea descender a medida
que aumentaba el nimero de alelos 4678C, sugiriendgfecto protector similar
al observado en portadores del FV Leiden (Medinet Rl, 2005). La falta de
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significacion estadistica puede deberse al bajcendiahe individuos portadores del
genotipo 4678CC.

El mecanismo por el cual la presencia del alelo0O&@haplotipo A3)
disminuye el riesgo trombético en individuos pootas de la mutacion 20210A en
el gen de la PT no est4 claro. El haplotipo A3@a@asociado con niveles elevados
de sEPCR en plasma (SaposnikeBal, 2004; Medina Ret al 2004; Uitte de
Willige S et al, 2004), pero no existe consenso en cuanto a gigsencia del
haplotipo A3 per seaumenta el riesgo de VTE. Tres estudios indicayoa el
haplotipo A3 no estaba asociado con un aumentaetglo de VTE (Medina Bt
al, 2004; Uitte de Willige St al, 2004), ni tenia efecto sobre el riesgo de VTE en
portadores del factor V Leiden (MedinaePal, 2005). Sin embargo, otro estudio
mostré que en hombres, pero no en mujeres, el tiawld3 estaba asociado con
un aumento de 2,5 veces en el riesgo de VTE (SépBset al, 2004). Dado que el
SEPCR es capaz de unirse tanto a la PC como aCda #&ha sugerido que niveles
elevados de sEPCR pueden dar lugar a una redueidaagion de APC y/o una
inhibicion de la funcion anticoagulante de la APEagosnik Bet al, 2004),
resultando en un descenso de los niveles circslat@eAPC, con el consiguiente
aumento del riesgo de VTE (Espafiatral, 2001). Nuestros resultados apoyarian
esta hipotesis, puesto que la presencia del aB0@ estd asociada con niveles
elevados de seEPCR y niveles disminuidos de APCm&de los elevados niveles
de sSEPCR estan asociados con el VTE en portadoeksaldlo 20210A,
independientemente del polimorfismo 4600A/G. Poa garte, el efecto del alelo
4600G sobre el riesgo de VTE se observa de unaafer@s marcada en los
portadores de la mutacién 20210A en el gen de lald®®fue podria indicar un
modesto efecto protrombético del haplotipo A3, nileeles aumentados de sEPCR,
y que seria evidente solamente en presencia ddaotiar de riesgo. La pregunta
entonces es porqué el efecto protrombdético delotippl A3 es observado en
portadores del alelo 20210A (en nuestro estudim) gn portadores del FV Leiden
(Medina Pet al, 2005). Para contestar a esta pregunta se nepestanformacion
sobre el mecanismo protromboético que ejercen eftomres de riesgo. Sin
embargo, puesto que tanto el SEPCR como la PT rdubidores de la APC
(Smirnov MDet al, 1999), es posible que el haplotipo A3 del genERCR tenga
un efecto sinergistico con el de la mutacién deTaAlternativamente, es posible
que las familias estudiadas posean més factoresstp protrombdtico, siendo la
mutacion en el gen de la PT Unicamente un factobaje riesgo, y que ello
favorezca la deteccion del polimorfismo del gen HBICR como un factor que
contribuya al riesgo trombatico.
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El efecto protector del haplotipo Al en portadatesa mutacion 20210A
del gen de la PT observado en este estudio fuesrefaotivo que el observado en
los individuos portadores del FV Leiden (Medin&tPal, 2005). La presencia de
este haplotipo esta asociada con niveles circidaideAPC moderadamente mas
elevados, lo cual podria contrarrestar la resisgeacla APC asociada con la
presencia del FV Leiden.

El mecanismo por el cual la mutacién 20210A eregl de la PT aumenta el
riesgo de VTE via elevados niveles de PT (PooreG& 1996; Ferraresi Bt al,
1997) no se conoce bien. Hay evidencias de quenilgdes de PT afectan el
fenotipo de resistencia a la APC, pero el mecanipneziso no se conoce. En
cuanto al alelo 4600G del gen del EPCR, se ha adoai vivo e in vitro con
niveles aumentados de sEPCR (Saposrek &, 2004; Medina Rt al, 2004; Uitte
de Willige Set al, 2004), lo cual podria ser debido a una aumergadsibilidad al
ADAM17 (Qu Det al 2007). En el presente estudio, hemos comprobaddas
niveles plasmaticos de PTag y PTact, y los nivplasméticos de F1+2 en todos
los portadores de la mutacion 20210A estaban gigtifamente mas elevados en
los portadores del alelo 20210A con VTE que sin FEO0,002, P<0,001 y
P=0,002 respectivamente), mientras que el tiempdBeesra significativamente
menor en los portadores con VTE que sin VPE(Q,012). Ademas, al distribuir
los niveles de PTag en cuartiles, observamos quiesgjo trombdético aumentaba
conforme aumentaban los niveles de PTRBg0(003). Asi, en los individuos
portadores de la mutacion 20210A, tener nivelega€les de PTag, PTacty F1+2,
por encima del percentil 90, aumenta el riesgo @& YOR=3,8; IC 95%=1,8-8,3
para PTag y OR=3,0; IC 95%=1,4-6,6 para F1+2). Tesdizar un analisis
multivariante introduciendo en el modelo tanto efgentil 90 de F1+2 como el
pecentii 90 de PTag, solamente el percenti 90 deagP permanecio
significativamente asociado con un mayor riesg&de (OR=2,4; IC 95% =1,1-
5,4), demostrando nuevamente que son los elevadetes de PT los que
aumentan el riesgo de VTE, via el aumento en largeion de trombina.

En conclusion, pacientes con VTE y presencia dautacion 20210A en el
gen de la protrombina, portadores del haplotipo (Alglo 4600G) del gen del
EPCR, reducen significativamente la edad en la auare el primer evento
trombotico y la probabilidad de estar libre de thosis a la edad de 40 afos. Tras
el estudio familiar observamos que, en presendihagdotipo A3 (alelo 4600G), el
riesgo de VTE en familiares asintomaticos portaslate la mutacion 20210A
aumenta alrededor de 2 veces, debido a los nivalesentados de SEPCR
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asociados con este haplotipo. Por otra parte, estrwuestudio observamos que en
los familiares sintométicos portadores de la moétacR0210A, los niveles
plasméticos de PT son significativamente mayorespepado con los familiares
asintomaticos, confirmando el mecanismo molecular @ cual la mutacion
20210A aumenta el riesgo trombdético. De forma @urelos familiares portadores
de la mutacién 20210A, tanto los elevados nivelepobtrombina como los de
sEPCR aumentan el riesgo trombatico.

5.2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DEL POLIMORFISMO C1418T DE L
GEN DE LA TROMBOMODULINA, NIVELES PLASMATICOS DE_
PROTEINA C ACTIVADA Y TROMBOMODULINA SOLUBLE SOBRE EL
RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

El polimorfismo 1418C/T en el gen de la TM prodwtecambio de Ala a
Val en el residuo 455, que se localiza dentro eelosdominio tipo EGF contiguo
al dominio de union a la trombina. Por ello, se ggemue podria ser un
polimorfismo funcional, capaz de alterar la exgresy/o la estabilidad en la
membrana de la proteina, y por tanto, estar asmaiad el riesgo de VTE. En
nuestro estudio observamos que entre los 1262 atestsanos estudiados, la
frecuencia del alelo 1418T era 0,175, similar adéscrita en estudios previos:
0,169 (Heit JAet al 2005), 0,180 (van der Velden P& al 1991) y 0,185
(Konstantoulas Cét al, 2004). Entre los 1173 pacientes con VTE, la feacia del
alelo 1418T fue 0,136, significativamente menor qere el grupo control
(P<0,001), aunque discrepante a las frecuenciasn@mas en estudios previos:
similar a 0,154 (van der Velden RAal, 1991), aunque menor que 0,196 (Heit JA
et al, 2005).

Nuestros resultados demuestran claramente que dsemmia del alelo
1418CT o del genotipo TT reduce de forma significael riesgo de VTE, incluso
después de ajustar para la edad, sexo y la prasgaalefectos trombofilicos. Es
de resaltar que cuando dividimos a los individussidiados en dos subgrupos,
segun tuvieran menos de 50 afios o bien 50 o mé&s aefiefecto protector era
incluso mas pronunciado en los menores de 50 agos,dejé de ser significativo
en los de mayor edad.

Una posible explicacion de las discrepancias obs@w entre nuestros
resultados y los de otros grupos puede estar endifarentes poblaciones
estudiadas. Hay que tener en cuenta las posibfesemiias en la frecuencia
genotipica para una misma mutacién o un factor idsgo trombético entre

- 158 -



Discusion

poblacién Caucésica, Asiatica y Afroamericana, @uso dentro de una misma
etnia entre diferentes regiones geogréficas. Aafa da asociacion entre el
polimorfismo A455V vy el riesgo de infarto de miodiar e infarto cerebral, se han
descrito diferentes resultados segun el origerc@té las poblaciones estudiadas,
existiendo una relacion opuesta entre factores idsga vascular y dicho
polimorfismo segun el origen (Cole JVal, 2004 y Wu KKet al, 2001). Ademas,
una diferencia puede estar también en la edad ddsuj@tos. Generalmente, las
poblaciones estudiadas eran de mayor edad queelassté estudio. Y como
nosotros hemos demostrado, la edad es un factooriampe para el efecto
protector observado, siendo los individuos de mesdad, portadores del alelo
1418T, los que parecen mas protegidos frente al.\EBEposible que la aparicidén
de otros factores de riesgo con la edad enmasicaieceo protector de dicho alelo.

El efecto de la mutacion A455V en la TM no se ca@ncon exactitud.
Podria causar diferencias en la expresion de dpbéeina en la membrana
endotelial, o bien tener una sensibilidad difexresgiglin la presencia de uno u otro
alelo al corte proteolitico de las proteasas erackg de generar la forma soluble
de TM, o también podrian darse los dos efecto simeamente o ninguno de ellos,
y que el efecto de dicho polimorfismo fuese deladutro polimorfismo en el gen
de la TM con el que esta en desequilibrio de uni@mbién podria ocurrir que a
igual expresion y niveles de sTM, en presencia e w otro alelo se generaran
diferentes variantes con diferentes eficienciaa fmactividad como cofactor de la
activacion de la PC o de la sTM. Asi, serian neaesa&studios en cultivos en
presencia de las dos variantes para poder afirmagar alguna de estas hipotesis.

Nakabayashi y colaboradores (1999), en estudiosxgeesién con células
COS-1 mostraron que tanto la variante TM455A com435V tenian
propiedades cinéticas similares, tanto para lavaatin de la PC como para la
unién a la trombina, descartando la hipétesis thratite actividad como cofactor
asociada a dicha mutacion. Diferentes estudios sigaron que el polimorfismo
A455V estd asociado con los niveles plasmaticosTdié reflejando posiblemente
los niveles de TM expresados en la membrana emalotgl la funcién
anticoagulante (Salomaaéf al, 1999a). Aunque hay que tener en cuenta que los
niveles de sTM también estan alterados por factdifesentes a los genéticos,
como edad, sexo, enfermedad renal o hepética amaflion. (Takano $t al,
1990; Salomaa \et al 1999a & 2001), por lo que es dificil interpretar
significado de los niveles de sTM en plasma.
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En nuestro estudio, hemos cuantificado los niveles sTM y APC,
asociandolos con cada genotipo en un subgrupoalenpes con VTE y controles.
Los niveles de sTM y APC estaban significativamenés elevados en el grupo de
pacientes que en el de controles (P<0,001 en andsus), y ademas, cuando los
niveles de sTM y APC se distribuyeron de acuerdn eb genotipo para el
polimorfismo 1418C/T del gen de la TM, tanto entooles como en pacientes, se
observd que los individuos portadores del genofipotenian niveles de sTM
significativamente reducidos, comparado con los gigiotipo CC P<0,001 en
ambos grupos). Para los niveles de APC no se adbs@mguna asociacion ni en el
grupo de pacientes ni en el de controles, aunqgisti@&xina tendencia a mayores
niveles de APC conforme aumentaba el nimero deosal@dl18T, pero sin
significacion estadisticaP£225 y P=0,173 respectivamente). Estos resultados
indicarian que el alelo 1418T se asocia con menuikedes de sTM y mayores
niveles de APC circulante, lo cual sugiere quenigsles reducidos de sTM en los
portadores del alelo T reflejarian mayores niveliedM anclada en la membrana
y, por tanto, mayor activacion de PC. Desaforturrade, no es posible
comprobar esta hip6tesis vivo, ya que no es posible medir los niveles de TM en
la membrana de la célula endotelial. Sin embargediamte estudiosn vitro,
cuantificamos los niveles de TM obtenidos a patér cultivos con HUVECS,
asociando después estos resultados con el gematipcel polimorfismo 1418C/T
en el gen de la TM de cada célula. Para cada cutey cuantificaron los niveles de
STM en el sobrenadante del cultivo, que equivaldrita STM en plasma de
controles, y en los lisados de membrana celulas,eqivaldria a la TM anclada
en la membrana. Los resultados obtenidos mostiguen en presencia del alelo
1418T, los niveles de TM en el lisado celular auziegan a medida que aumentaba
el numero de alelos 1418TP<0,001), mientras que los niveles de TM
cuantificados en el sobrenadante del cultivo ten@iadisminuir al aumentar el
namero de alelos 1418P+£0,074). Tanto los resultados del estudio casorabhnt
como los de las células HUVEC, nos permiten suggnir el alelo 1418T aumenta
la estabilidad de la TM en la membrana de la c&othotelial, siendo mas dificil el
corte proteolitico, reflejado por los elevados hlégede TM observados en la
membrana, y los reducidos niveles de sTM observadosl sobrenadante de los
cultivos de células HUVEC.

Asi, concluimos que en nuestra poblacion el polfiemo A455V del gen
de la TM esté asociado con el VTE, de forma qualedb 455V parece tener un
efecto protector reduciendo significativamente iesgo de VTE. Este efecto
protector podria ser explicado mediante la asdmiadel alelo 455V con una
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mayor estabilidad de la TM en la membrana de lalaééndotelial, lo cual
aumentaria la velocidad de activacion de la prat€ty los niveles de APC, como
se observa en el plasma de los portadores del48&M.

53. IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DE LA
GLUCOSILCERAMIDA SINTASA (UGCG). Y SU ASOCIACION CO N
LOS NIVELES PLASMATICOS DE GlcCer, PROTEINA C ACTIV_ADA Y
EL RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

El ensamblaje de las diferentes enzimas de la ta&Edn con sus cofactores
y substratos ocurre sobre la superficie de la @aéuadotelial o de plaquetas. Estas
superficies, compuestas principalmente por fosfibig lipidos y glicolipidos,
intervienen en las diferentes reacciones que atuderante la coagulacion
sanguinea, tanto en las vias anti- como procoatgslaisi, variaciones en los
niveles de estos lipidos, fosfolipidos o glicolg@dgodrian favorecen un aumento o
disminucion en la generacion de trombina, contd@mayp a un aumento o
disminucion del riesgo de trombosis venosa y/aiaite

Diferentes estudios han demostrado que el glicdipieutro GlcCer actta
favoreciendo la actividad anticoagulante de layP@ije deficiencias en los niveles de
este glicolipido aumentan el riesgo de VTE (Degtitkt al, 2001 & 2002 & 2004;
Yegneswaran ®t al 2003). También se ha demostrado que, nivelesiceiude
APC son un factor de riesgo de VTE (Esparfet Bl 2001). Pero, actian de forma
independiente? Para intentar contestar esta peegtumntificamos los niveles
plasmaticos de APC y GlcCer en pacientes con VTdbntroles. Los resultados
obtenidos en este estudio demostraron, como capi&ae, que los pacientes con
VTE tienen niveles significativamente reducidostdade APC como de GlcCer
comparado con el grupo control. Tras estratifioargacientes con VTE y controles
de acuerdo con los tertiles para los niveles plasosdde APC y GlcCer, el riesgo de
VTE aumento tanto al descender la concentraciorA®€ como la de GlcCer
(OR=2,6;Cl 95%=1,29-5,26 y OR=2,1;Cl 95%=1,0-4,6pectivamente), pero
ademas, el riesgo de VTE fue mayor para el subgrapdos niveles mas bajos tanto
para la APC como la GlcCer (OR=3,4;IC 95%=1,7-&5}0s resultados demuestran
gue niveles reducidos de GlcCer constituyen urfate riesgo independiente para el
VTE, y que ademas existe una interaccion entre armpa@metros vivo que hacen
que el riesgo aumente ante la deficiencia combidadanbos.

A partir de este estudio, y la observacion que lgunas familias de
pacientes con VTE y niveles reducidos de GlcCaipsade sus miembros tenian
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deficiencias de GlcCer, nos planteamos la hipé@siana posible causa genética
que explicara las variaciones en los niveles plésogade GlcCer. La UGCG es la
enzima encargada de la sintesis de GlcCer. Asprdéaencia de mutaciones
funcionales en esta proteina podria alterar lavidatli enzimatica o expresion del
gen que la codifica, modificando por tanto los l@sede GlcCer y permitiendo
explicar el caracter hereditario de esta deficeenci

Tras el analisis de las secuencias de DNA obterndaa los 9 exones y
regiones flanqueantes del gen de la UGCG, en lasdddiduos seleccionados con
niveles reducidos de GlcCer, identificamos 20 motees diferentes, de las cuales
9 no habian sido descritas previamente. Solo eraonts cierto grado de
asociacion entre genotipo-fenotipo-enfermedad garautaciones: la insercién de
10 pb en la regién 5" UTR, la delecion de 5 pblinada en posicién 17574 en el
intron 2 (rs3217582), la delecion de 4pb en posiciB7435 correspondiente al
intron 3 (rs35471909), y el polimorfismo G34991@dtizado en el exdn 8, aunque
ninguna de ellas alcanzd significacion estadistiCeas realizar el analisis
multivariante, ajustando el riesgo tromboético pdad sexo, principales defectos
trombofilicos, y las cuatro mutaciones en el genlaldJGCG, solamente la
presencia de la insercion de 10 pb en homocigasia eegion 5’UTR se asocid
con una proteccion frente al riesgo de VTE. Asdividuos portadores de la
insercion en homocigosis tienen alrededor de 3svawenos riesgo de sufrir un
evento trombdético que aquellos no portadores (O8370.1C 95%=0.121-0.936).

El efecto protector de la ins de 10 pb sobre el WoHria estar mediado por
los niveles aumentados de GlcCer a los que seaagsté polimorfismo. Esta
posibilidad viene apoyada por nuestros resultadndadestimacion del riesgo
trombatico asociado a los niveles de APC y Glc@eur andlisis multivariante en
el que incluimos la insercion de 10 pb y los nisele GlcCer y/o de APC. En este
caso, el efecto protector de los niveles de Glafesaparecia en presencia de la
mutacion, pero no asi el de los niveles de APC.

Mediante andlisisin silico de la secuencia original comparada con la
secuencia mutada, y empleando las bases de dattiaspactor (Genomatix
Software y Transfac, observamos que en presencia de laciasede 10 pb se
genera una nueva diana de unién para los facteragamscripcion CTCF.01y ETF
en la region 5’"UTR del UGCG. El factor de transtidp ETF Epidermal growth
factor receptor-specific transcription facjores un factor de transcripcion
especifico de genes con regiones promotoras sas G TA, y funciona como
activador de la expresion génica (KageyamatRl, 1988 & 1989). El factor de
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transcripcion CTCFQCCTCbinding factor zinc finger prote)res una proteina de
82 kd, formada por 11 dominios tipditic fingers”, que le permiten la unién a
diferentes secuencias de DNA y proteinas segunrinacion de dominios que
tengamos. Se ha demostrado que regula la exprgéidina de lisoenzimas, del
oncogen c-myc en vertebrados con una accion reprggdlippova GNet al,
1996), y del gen para el precursor de la protfiamiloide, a través de su region
promotora, actuando como activador de la trangérip@/ostrov AAet al, 1997).
Estos resultados podrian indicar que en presereita dnsercion, se activa la
transcripcion del gen UGCG, que conllevaria a umenio en los niveles
plasmaticos de GlcCer, aumentando la activacidia (RC y protegiendo por tanto
del VTE. Sin embargo, se necesitan mas estudia$diovaes para poder demostrar
esta hipotesis.

5.4. ASOCIACION DE LOS HAPLOTIPOS A1 Y A3 DEL GEN DEL EP CR
CON EL RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO PRECOZ

La aterosclerosis es una de las principales calesa®ortalidad en los paises
desarrollados. El depésito de colesterol en lacdpdeela arteria, la inflamacién, la
proliferacion y la migracion celular juegan un pap@damental en la patogénesis
de la enfermedad. Existen diferentes factoreseadgoi cardiovasculares asociados
a la enfermedad cardiovascular, particularmentpagientes que sufren un infarto
de miocardio. Sin embargo, en presencia de estierés de riesgo clasico no
todos los individuos responden con trombosis aftdo que sugiere la existencia
de otros factores de riesgo adicionales. En pasemqie han sufrido un infarto de
miocardio a edad temprana, los factores de riesgdiavascular clasicos son
menos frecuentes y han tenido menos tiempo papara®or lo tanto, es posible
qgue estos factores de riesgo adicionales jueguepapel mas importante en el
desarrollo de la trombosis arterial a esta edad.

Puesto que la inflamacion, el dafio vascular yokgalacién sanguinea son
reacciones en cadena en las que intervienen un mgiamero de proteinas,
implicadas todas ellas en el desarrollo de enfeadhesl cardiovasculares, también
deben existir mecanismos fisiologicos capaces dgulae estos procesos
simultdneamente. El sistema de la proteina C seevelado como uno de los
mecanismos capaces de controlar la propagacion adénflamacion y la
coagulacion sanguinea, al exhibir funciones tantaticaagulantes vy
profibrinoliticas, como antiinflamatorias, neuroectoras y antiapoptoticas. Y
aungue no esta muy clara su implicacién en la gaiegjs de la trombosis arterial,
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diferentes estudios han demostrado que deficien@aC o niveles reducidos de
APC circulante son un factor de riesgo para el rdeléa de infarto de miocardio
(Espafia Fet al, 2002b; Zorio Eet al, 2006b). Por otra parte, diversos estudios han
sugerido que la presencia de polimorfismos impbsageh la via anticoagulante de
la PC, podrian modificar el riesgo trombético emlividuos con infarto de
miocardio, sobre todo para mutaciones en el gda tembomodulina y el EPCR.
Puesto que el EPCR es uno de los componentes riesgsara la activacion del
sistema anticoagulante de la PC, nos planteamestiger la asociacion entre los
haplotipos A1 y A3 del gen del EPCR vy el riesgartbdtico asociado a individuos
con infarto de miocardio precoz, como ya hicimosappacientes con VTE
portadores de la mutacion 20210A.

Tras el genotipado de los dos polimorfismos maneide haplotipo en el
gen del EPCR, se observo que tanto la frecuendeniola para el alelo 4600G
(haplotipo A3) como para el alelo 4678C (haplothb) eran significativamente
mas frecuentes en el grupo de controles que ere gladientes con infarto de
miocardio. Asi, individuos portadores del haplotfgb o A3 del gen del EPCR
tienen entre un 47% y un 15% menos riesgo de aufrinfarto de miocardio a
edad temprana, respectivamente (OR=0,53; IC 95%6-@/1 y OR=0,85; IC
95%=0,74-0,99 respectivamente). Ademas, este efeaitiector aumentaba en
presencia de ambos haplotipos, sugiriendo que festos protectores de los
haplotipos Al y A3 parecen ser aditivos.

Al contrario que los resultados observados porafr@ly colaboradores
(2005), la proteccion del haplotipo A3 frente dhito de miocardio se mantenia en
un subgrupo de pacientes con infarto de miocardisingrome metabdlico o
diabetes, asi como al realizar el andlisis muliéwae ajustando por los principales
factores de riesgo clasicos. Estas diferenciasgpuddberse a la edad del grupo de
estudio, siendo en nuestro estudio mucho menor.

Por otra parte, se ha demostrado que el haplotipéakelo 4678C) del gen
del EPCR reduce el riesgo trombético posiblemeptgdd a los elevados niveles
de APC asociados a este haplotipo (Medin@tPal, 2004 & 2005). Asi, el
mecanismo por el cual la presencia del alelo 46(f&plotipo Al) disminuye el
riesgo de infarto de miocardio a edad tempranacpaser similar, puesto que
ademas de ejercer actividades anticoagulantes, RC Axhibe actividades
antiapoptoticas, antiinflamatorias y neuroproteatorinhibiendo la liberacion de
citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesida,activacion celular, etc, que
permiten la supervivencia celular y recuperacidnddéo vascular (Esmon CT &
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Fukudome K, 1995a; Esmon @&T al, 1999a; Joyce DEt al, 2002; Espaiia €t al,
2005; Mosnier LCet al, 2007b; Medina Rt al, 2008). Nuestros resultados apoyan
claramente este mecanismo. Al cuantificar los ewale APC tanto en el grupo
control como en el de pacientes con infarto de amitio precoz, observamos que
los niveles de APC aumentaban conforme aumentabéaneéro de alelos 4678C
(haplotipo Al), tanto en controles como en pacgrmemo ya habia sido descrito
previamente para pacientes con VTE (MedinaetPal, 2004). Ademas, tras
estratificar los niveles de acuerdo a los cuartilesAPC en el grupo control, el
riesgo de infarto de miocardio aumenté conformemiisia el cuartil. Sin
embargo, este efecto protector del haplotipo Alhpecia al realizar el andlisis
multivariante ajustando por niveles plasmaticosAfRC elevados, demostrando
gue son los elevados niveles de APC los que protdégmte al infarto de
miocardio, y no la mutacion por si misma.

El mecanismo por el cual la presencia del alelo0O&@haplotipo A3)
disminuye el riesgo de infarto de miocardio a etitadprana se desconoce. Una
explicacién para este papel protector, podriassebservacion de que el SEPCR es
capaz de unir tanto FVII como FVlla con similarn&diad con la que une PC y
APC (Ghosh t al, 2007; Lépez-Sagasetaetal, 2007) y que, tras la formacion
del complejo la capacidad del FVila para activafal esta reducida, incluso
cuando esta unido al TF, sugiriendo que el sEPCBdeuugar un papel
anticoagulante que es mas relevante en portadetdsaglotipo A3. Una serie de
importantes actividades antiinflamatorias de la ARQuieren la presencia de
EPCR anclado a la membrana (Mosnier&t@l, 2007b). No sabemos si el SEPCR
conserva alguna de estas actividades. No obstahteecho de que el efecto
protector del haplotipo A3 desaparezca parcialmet@spués de ajustar para
niveles de sEPCR podria indicar que el efectoagleivados niveles de SEPCR.

En conclusion, nuestros resultados sugieren got & haplotipo A1 como
el haplotipo A3 del gen del EPCR disminuyen elgtesle sufrir un infarto de
miocardio a edad temprana, y aunque el mecanismel poial ejercen esta accion
protectora no se conoce con exactitud, pareceeteda a los elevados niveles de
APC y sEPCR circulantes asociados con cada haplofigpectivamente, ambos
con un reconocido efecto antiinflamatorio.
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5.5. EVALUACION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DE LA PROTEINA C
EN LA ENFERMEDAD DE BEHCET Y SU CORRELACION CON EL
RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO

Los resultados obtenidos en el presente estudigl&cion con la asociacion
de los dos haplotipos del gen del EPCR con el sielegVTE en pacientes con la
enfermedad de Behcet, debemos analizarlos conl@autensiderarlos como muy
preliminares, dado el reducido nimero de paciethesla enfermedad de Behcet

estudiados, y puesto que es una enfermedad de il@fencia en nuestra
poblacion.

La enfermedad de Behget se define como una enfadnieflamatoria con
curso cronico y origen desconocido que afecta adess sanguineos, produciendo
una vasculitis sistémica recurrente y una respuastainmune. Puesto que el
sistema de la PC posee funciones anticoagulantéeprotectoras, es posible que
su alteracion esté implicada en la progresién denfarmedad de Behcet. En un
estudio previo (Navarro &t al, 2004) se demostré que niveles reducidos de APC
circulante eran un factor de riesgo para la enfdauele Behget, demostrando una
asociacion entre el sistema de la PC y la enfercheldar ello, puesto que los
haplotipos Al y A3 del gen del EPCR estan asociadoslos niveles de APC y
pueden modificar el riesgo de VTE, es posible qtesehaplotipos estén asociados
con el mayor riesgo de VTE observado en paciemtesen la enfermedad de
Behget. Tras el genotipado de los dos polimorfismascadores de haplotipo en el
gen del EPCR, A4600G (haplotipo A3) y G4678C (haptoAl), en un grupo de
pacientes con la enfermedad de Behcget y un grupimotono observamos ningin
efecto de asociacion entre ser portador de estoltipds y la enfermedad de
Behget. Se observé una tendencia protectora erermies del alelo 4600G
(haplotipo A3), de forma que individuos portadodkd haplotipo A3 tienen 2
veces menos riesgo de padecer la enfermedad de etBgl@R=0,508;
1C95%=0,133-1,937), comparado con aquellos que on@drtan, pero que no
alcanza la significacion estadistica, posiblemeptepmo ya hemos descrito al
inicio, debido a las caracteristicas preliminaresedtudio. Ademas, al realizar el
analisis multivariante, y ajustar el riesgo de padda enfermedad de Behget tanto
por la presencia del alelo 4600G como por niveddsicidos de APC, este riesgo se
mantuvo. Estos resultados nos hacen pensar en aatoeflel haplotipo A3
independiente al efecto protector asociado a révalenentados de APC.

Si realizamos el andlisis de los resultados soltemamel grupo de pacientes

con la enfermedad de Behcet, y atendiendo a sworibiste enfermedad trombética,
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tanto la presencia del alelo 4600G, y en menor daedia del alelo 4678C

presentan una tendencia protectora frente a labtsist De forma que en

pacientes con la enfermedad de Behcet, ser portiaditvaplotipo A3 protege unas
3,3 veces frente al VTE (OR=0,30; IC95%=0,015-6)048unas 1,9 veces en
presencia del haplotipo A1 (OR=0,522; IC 95%=0,a%10), comparado con

aquellos pacientes no portadores de dichos hapotipe nuevo, hay que tener en
cuenta que estas diferencias no son significatidabido posiblemente pequefio
namero de muestras analizadas.

Estos resultados preliminares para la enfermeddktieet serian similares
a los obtenidos para pacientes con infarto de mdara edad temprana (apartado
4.4), discutidos anteriormente, en los que tanfrédgencia del haplotipo A1 como
el haplotipo A3 del gen del EPCR disminuye el riesg sufrir un infarto de
miocardio a edad temprana (MedinaeP al 2008). El efecto protector del
haplotipo Al sobre la enfermedad de Behcget es@s@xiado a través de los
elevados niveles de APC circulante, que ya hatdagemostrado en un estudio
anterior (Navarro St al, 2004). El efecto protector del haplotipo A3 solae
enfermedad de Behcget se desconoce. Tal y comoillests en el VTE y el
infarto de miocardio en apartados anteriores, poestar asociado a los elevados
niveles de sEPCR asociados a este haplotipo, canagnidén antiinflamatoria
reconocida. Esta hipotesis estaria en parte apq@das resultados obtenidos en
el presente estudio sobre el efecto protector alglblipo A3 frente al VTE, que es
independiente de los niveles elevados de APC.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que &raplotipo A1 como
el haplotipo A3 del gen del EPCR parecen dismialifesgo de sufrir un VTE en
pacientes con la enfermedad de Behcet, y aunqueadnismo por el cual ejercen
esta accion protectora no se conoce con exacttu@l caso del haplotipo Al el
efecto podria ser debido a los elevados niveleARIE circulante asociado con
dicho haplotipo.
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“Avun falta mucho camino por vecorver”
(B. Cbama)

- 168 -



Conclusiones

Las conclusiones obtenidas de los estudios realzed la presente Tesis
Doctoral, son:

1.- El haplotipo A3 del gen del EPCR reduce significatiente la edad
del primer evento trombdético y la probabilidad deaelibre de trombosis a
la edad de 40 afos en individuos portadores deutaaidn 20210A en el
gen de la protrombina.

2. - El haplotipo A3 aumenta el riesgo de tromboembalisranoso en
portadores de la mutacién 20210A del gen de lagrdiina, posiblemente
debido a lo niveles aumentados de EPCR solublehgquaos observado
asociados con este haplotipo.

3.- ElI alelo 1418T del gen de Ila trombomodulina reduce
significativamente el riesgo de tromboembolismo ogen Este efecto
protector puede ser debido a la asociacién deadste con una mayor
estabilidad de la trombomodulina en la membrantad=lula endotelial.
Ello viene apoyado por los estudios en células tefidtes de cordon
umbilical, en los que se observa que las célulasgoras del alelo 1418T
muestran un elevado nivel de TM en la membrana gnenor nivel en el
sobrenadante del cultivo.

4. - Niveles reducidos de GlcCer y de APC constituyenfastor de
riesgo independiente para el tromboembolismo venddemas, nuestros
resultados sugieren la existencia de una interaaiére niveles reducidos
de GlcCer y de proteina C activaga que la deficiencia combinada de
ambas proteinas eleva el riesgo individual de cadade ellas.

5. - Lainsercion de 10 pb en homocigosis en la regi@TR del gen de
la glucosilceramida sintasa se asocia con nivelesatados de GlcCer, y
con una reduccion del riesgo trombatico.

6. - Los haplotipos Al y A3 del gen del EPCR disminugémiesgo de
infarto de miocardio precoz. Este efecto proteseodebe, posiblemente, a
los elevados niveles circulantes de proteina Gratd y EPCR soluble
asociados con estos haplotipos.
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7.- Los resultados preliminares para la enfermedadede@& muestran
gue los haplotipo Al y A3 del gen del EPCR paredisminuir el riesgo

de sufrir un tromboembolismo venoso en pacientesesta enfermedad.
Aunque el mecanismo por el cual ejercen esta agoiotectora no se
conoce con exactitud, en el caso del haplotipo Agfecto podria ser
debido a los elevados niveles de proteina C aciwa@ulante asociados
con dicho haplotipo.

8.- Todos estos resultados reflejan las distintas tures que pueden
ejercer tanto la proteina C activada como el EP@bke. Asi, la proteina
C activada muestra efectos anticoagulantes y ctegiores en la
trombosis venosa y arterial, mientras que el EP@&bke puede expresar
una funcion procoagulante en la trombosis venosaing funcion
citoprotectora en la trombosis arterial.
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“Todo esfuerzo tieme su recompensa,
Pervo quedarse sblo en palabras Leva a la pobreza”
(Proverblos)
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A continuacion se incluyen los articulos publicadtas contribuciones a
congresos relacionados con la presente Tesis Ractor
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ABSTRACT

Bachground

Haplotypes A1 and A3 in the endothelial protein C receptor gene are tagged by the 4678G/C
and 4600A/G polymarphisms, respectively, and have been reported to influsnce the sk of
venous thromboembolism, We assessed whether these haplotypes modify the risk of premature
myocardial infarction.

Design and Methods

We genotyped these polymorphisms in 689 patients with premature myocardial infarction and
E07T control subjects. Activated protein C and soluble endothelial protein C receptor levels were
also measured.

Results

After adjustment for other cardiovascular risk factors, A1 and A3 haplotypes protected against
premature myocardial infarction (pdds ratio 0.7, 95% CI 0.4-0.8, p=0.044 and 0.5, 0.3-0.6,
00001, respectively). Moreower, the protective role of these haplotypes seemed to be addi-
tive, as camiers of both the A1 and A3 hapiotypes had adjusted odds ratios of 0.3 {0.2-0.5,
p=0.001) and 0.4 {0.2-0.8, p=0.008) compared to those camying only the A1 or A3 haplo-
type, respectively. The presence of the AL haplotype was associated with increased lawels of
activated protein C whereas individuals carrying the A3 haplotype showed the highest soluble
endothefial protein & receplor levels.

Conclusions

These resufts show that A1l haplotype camiers have a reduced risk of premature myocardial
infarction wia the association of this haplotype with increased activated protein € plasma lev-
els. The study also shows that carrers of the A3 haplotype have a reduced nisk of myocardial
infarction, only in part due to increased soluble endothelial protein C levels.

Key words: endothefial protein C receptor, haplotypes, premature myocardial infarction,
activated protein C, soluble EPCR.

Citation: Medina F Navamo 5. Comal J, Zorio E, Roldan || Estefiés A, Sanfamaria A Marin F
Rueda J, Bertina RM, and Espafia F for the RECAVA Thrombosis Groups. Endothelial protein C
receptor polymorphisms and nsk of myocardial infarction. Haematologica 2008; 33:1358-
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ABSTRACT

Background

Haplotypes AL and A3 in the endothelial protein C receptor (EPCR) gene are tagged by
4678G/C and 4600476 respectively. We assessed whether these hapiotypes maodify the risk
of venous thromboembolism in camiess of the prothrombin 202104 aliele.

Design and Methods

We genotyped 46T8G/C and 4600A/C in 246 20210A camers: 84 vencus thromboem-
belism proposit and 162 relatives (13 symptomatic), and in 140 relatives not carrying the
20210A variant. Prothrombin and soluble EPCR {sEPCR) levels were also measured.

Results

Amaong propositi, the mean age at first onset was lower in camers (35+8 years) than non-car-
ners of the 48006 allele (44+14 years) (p=0.004}. The probability of being free of thrombo-
sis at age 40 was lower in 202104 camiers with the EPCR 4600G allels (p=0.015). The fre-
quency of the 46006 allele (p-0.002) and the levels of prothrombin antigen (p-0.002) and
sEPCR (p<i0.001) wer higher in the propositi than in their asymptomatic relatives.
Multivariate analyses showed that the presence of the 46006 aligle (DR-2.5, 95% confidence
intznval 1.3-5.0), sEPCR >147 ng/mL (2.8, 1.5-5.2) and prothrombin >129% (3.8, 1.8-8.3)
all increased the thrombotic risk. In bivaniate analysis, including the £600G aliele and
sEPCR>14T ngfml, only the latter remained associated with risk.

Conclusions

These results show that in 202104 carriers the venous thromboembelism risk is influenced
both by the actual prothrombin Jevels and by the EPCR A3 haplotype, via its effect on sEPCR
Ievels.

Key words: endothelial protein C receptor, prothrombin G20210A mutation, venous
thromboembolism, prothrombin level, activated protein C.
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Polymorphisms in the endothelial protein C receptor gene and

thrombophilia
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Summary

The protein C anticoagulant pathway plays a crucial role as a
regulator of the blood clotting cascade. Protein Cis activated on
the vascular endothelial cell membrane by the thrombin-throm-
bomodulin complex. Once formed, activated protein C (APC)
down-regulates thrombin formation by inactivating factors
(F)Va and FVllla. Endothelial protein C receptor (EPCR) is able
to bind protein C and increase the rate of protein C activation.

Keywords
Coagulation inhibitors, deep vein thrombosis, inherited coagu-
lation disorders, polymorphisms, protein C/S pathway

Normal APC generation depends on the precise assemblage, on
the surface of endothelial cells, of thrombin, thrombomodulin,
protein C and EPCR.Therefore, any change in the efficiency of
this assemblage may cause reduced/increased APC generation
and modify the risk of thrombosis. This review highlights the dif-
ferent mutations/polymorphisms reported in the EPCR gene and
their association with the risk of thrombosis.

Thromb Haemost 2007; 98: 564-569

Introduction

The protein C anticoagulant pathway plays a crucial role in the
regulation of fibrin formation. Protein C is a vitamin K-depend-
ent plasma glycoprotein that circulates as an inactive form (1).
Thrombin activates protein C by cleavage at the N-terminus.
This activation is slow and requires the presence of the trans-
membrane glycoprotein, thrombomodulin (TM). The thrombin-
TM complex efficiently activates protein C to activated protein C
(APC) (2). APC, with its cofactor protein S, down-regulates
thrombin formation via proteolytic degradation of the procoagu-
lant cofactors factor Vaand VIlla (3, 4). In vivo, APC is regulated
by two major plasma inhibitors, protein C inhibitor and o;-anti-
trypsin (5-7).

Another endothelial cell-specific protein, which is involved
in the activation of protein C anticoagulant pathway, is the en-
dothelial cell protein C receptor (EPCR). EPCR is a type I trans-
membrane protein, which is highly expressed on the endothe-
lium of large vessels while it is present at trace levels in most cap-
illary beds (8). It binds protein C on the endothelial cell surface
with high affinity and enhances the rate of protein C activation

(9). The y-carboxyglutamic acid domain of protein C is critical
for the interaction between protein C and EPCR and the efficient
activation of protein C (10). Once activated, APC may dissociate
from EPCR, bind to protein S and exhibit its anticoagulant func-
tions, or may remain bound to EPCR and display antiinflamma-
tory, antiapoptotic and cytoprotective functions.

The clinical relevance of protein C activation by the throm-
bin-TM-EPCR complex is evident from reports showing a clear
association between deficiencies of protein C (11-13) and pro-
tein S (14-16) or reduced APC levels (17, 18) and thrombosis.

As indicated above, normal APC generation depends on the
precise assemblage, on the surface of vascular endothelial cells,
of at least four proteins: thrombin, TM, protein C and EPCR. Al-
terations in this assembly may cause reduced/increased APC
generation and modify the risk of thrombosis. In the last years,
several reports have suggested the association between mu-
tations/polymorphisms in the EPCR gene and venous and arter-
ial thrombosis. This review will focus on the several mutations/
polymorphisms reported in the EPCR gene and their association
with the risk of thrombosis.
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Circulating activated protein C is reduced in young survivors of
myocardial infarction and inversely correlates with the severity

of coronary lesions’
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Summary. Background: Cardiovascular risk factors for myo-
cardial infarction (MI) are less frequent in younger than in older
MI survivors. Therefore, the thrombotic component of MI may
play a more important role at a young age. As activated protein
C (APC) provides systemic anticoagulant and anti-inflamma-
tory protection, a low plasma APC level may be an arterial
thrombotic risk factor. Aim: To determine whether there is an
association between reduced APC levels and early MI and
severe coronary lesions. Methods: APC was measured in 231
young MI survivors and 231 controls. Results: Low APC levels
were significantly associated with MI. Compared with the
fourth quartile, the odds ratio (OR) for APC values in the first
quartile was 3.7 [95% confidence interval (CI) = 2.1-6.4], and
3.2 (1.5-7.0) after adjustment for cardiovascular risk factors.
Moreover, each decrease of 0.43 ngmL™ (I SD) in APC
increased the OR 1.7 times (1.4-2.2), and 1.5 times (1.2-1.9)
after adjustment for cardiovascular risk factors. Low APC
levels were also associated with the number of coronary arteries
affected and with the severity of coronary lesions
(P < 0.001). Conclusions: There is a significant association
between low circulating APC levels and both early MI and the
extent and severity of coronary atherosclerosis, which might be
related to the anticoagulant and anti-inflammatory properties
of APC.

Keywords: activated protein C, inflammation, myocardial
infarction, risk factors, stenosis score.
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Introduction

Classical cardiovascular risk factors are common in individuals
who develop myocardial infarction (MI). However, their
presence does not always trigger an arterial thrombotic event,
suggesting that several additional factors might be involved.
Particularly, young individuals who develop MI often have
fewer cardiovascular risk factors and atherosclerotic burden
than older patients [1]. Thus, alterations in the hemostatic
components of MI may play a more important role in young
people.

Protein C is a natural anticoagulant that circulates in
plasma as a zymogen and is converted into the active enzyme,
activated protein C (APC), on the surface of endothelial cells
following the assembly of at least four proteins: thrombin,
thrombomodulin, protein C and endothelial protein C receptor
(EPCR) [2]. The protein C anticoagulant pathway plays a
crucial role as a regulator of thrombosis [3.4]. Thus, isolated
deficiencies of protein C and protein S and the presence of
factor V Leiden account for more than 50% of the cases of
familial thrombophilia [5] and a low APC level may be an
independent risk factor for venous thromboembolism [6].
Although the involvement of the protein C pathway in the
pathogenesis of arterial thrombosis is not completely under-
stood, several lines of evidence suggest that protein C may
also play a protective role against arterial thrombotic events.
Indeed, blockage of protein C activation worsened the
myocardial injury in a porcine heart model [7], the presence
of an autoantibody that blocked the thrombin-thrombomod-
ulin activation of protein C was associated with recurrent
spontaneous arterial thrombosis [8], and extensive venous
and arterial thrombosis associated with an inhibitor to APC
has been reported [9]. In a population-based survey of 826
individuals, an independent and gradual association was
found between a low response to APC and both atherosclerosis
and arterial disease [10]. Hereditary protein C deficiency may
contribute to an early onset of MI [11,12]. Finally, several
reports have suggested an association between mutations in the
thrombomodulin and EPCR genes and arterial thrombosis
[13,14]. Although the majority of these abnormalities should

© 2006 International Society on Thrombosis and Haemostasis
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Influence of the 4600A/G and 4678G/C polymorphisms
in the endothelial protein C receptor (EPCR) gene on the risk
of venous thromboembolism in carriers of factorV Leiden
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Summary

Two polymorphisms in the endothelial protein C receptor
(EPCR) gene, 4600A/G and 4678G/C, have been reported to in-
fluence the risk of venous thromboembolism (VTE).The objec-
tive of this study was'to assess whether these polymorphisms
modify the risk of VTE in carriers of factor V (FV) Leiden. We
genotyped 295 carriers of FV Leiden for these polymorphisms:
100 unrelated patients with a history of VTE (propositi) and 195
relatives (14 of them symptomatic) of 81 of the propositi. Spon-
taneous VTE events occurred in 71% of propositi carrying the
4678GG genotype, 65% carrying the GC,and 43% with the CC
genotype.The mean age at the first onset was significantly higher
in propositi carrying the 4678CC than in those with the GC or
GG genotype (p=0.046). Among the 276 carriers of FV Leiden
from the 81 families studied, the 95 symptomatic members had
similar 4600G allele and 4600AG genotype frequencies but sig-

Keywords
Endothelial protein C receptor, factorV Leiden, venous throm-
boembolism, polymorphisms, survival time, interaction

nificantly lower 4678C allele (p=0.002) and 4678CC genotype
(p=0.004) frequencies than the 181 asymptomatic members
The probability of being free of thrombosis at age 40 was signifi-
cantly higher in the 66 carriers of the 4678CC genotype (94%)
than in the 138 carrying the GC (72%) or in the 72 with the
4678GG genotype (60%) (p<0.001). Multivariate analysis
showed that the 4678CC genotype reduced the risk of throm-
bosis in carriers of FV Leiden (OR=0.31;95% C!=0.16-0.83).The
incidence of VTE was higher in the 195 relatives with FV Leiden
than in the 133 without FV Leiden (OR=4.7;Cl=1.3-7.2). These
results show that carriers of FV Leiden with the 4678CC geno-
type have a significantly reduced risk of VTE compared with
those carrying the 4678GG or GC genotype, probably due to
the higher APC levels previously observed in individuals carrying
the 4678CC genotype.

Thromb Haemost 2005; 94: 389-94

Introduction

The protein C anticoagulant pathway plays a crucial role in the
control of thrombus formation (1). Protein C circulates in plasma
as a zymogen that is converted to the active enzyme, activated
protein C (APC), on the surface of endothelial cells by the throm-
bin-thrombomodulin complex. Another receptor, the endothelial
cell protein C receptor (EPCR). binds protein C on the endothe-
lial cell surface and further enhances the rate of protein C acti-
vation (2). APC degrades the procoagulant cofactors factor Va
and Vllla, two factors necessary for the amplification of throm-

bin formation and thus regulating fibrin formation (1). Congeni-
tal resistance to APC (3) due to a single point mutation, a G-to-A
transition at nucleotide position 1691 in the factor V gene, which
predicts the synthesis of an abnormal factor V molecule (FV
Leiden) (4), is the most common genetic risk factor for familial
venous thrombosis (4-6). It is present in 3-6% of Caucasians
and in 15-50% of patients with venous thromboembolism
(VTE) (4, 7). Its clinical expression shows a wide intra- and
inter-familial variation, which may be explained by the concomi-
tant presence of FV Leiden with other risk factors (8). In fact,
VTE is a multicausal disorder. Both genetic and acquired factors
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The Multifunctional Protein C System
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Abstract: The protein C pathway is a major regulator of blood coagulation, since it controls the conversion of

prothrombin to thrombin through a feedback inhibition mechanism. Protein C circulates in plasma as an inactive zymogen
and is activated on the surface of endothelial cells by the thrombin-thrombomodulin complex, a process that can be further
enhanced when protein C binds to its membrane receptor, the endothelial-cell protein C receptor. Activated protein C
(APC) is then released from the complex, binds protein S and inhibits thrombin formation by inactivating coagulation

factors Va and VIIIa. The importance of the protein C anticoagulant pathway is emphasized by the increased risk of

venous thromboembolism (VTE) associated with protein C and protein S deficiencies, the factor V Leiden mutation, and
reduced circulating APC levels. The protein C pathway also plays a significant role in inflammatory processes, since it
prevents the lethal effects of £. coli-associated sepsis in animal models and improves the outcome of patients with severe
sepsis. APC seems to display anti-apoptotic and neuroprotective activities. Thus, it reduces organ damage in animal
models of sepsis, ischemic injury, endothelial cell injury, or stroke. Further research will hopefully widen the current
therapeutic perspectives in all these illnesses, where these effects might play a crucial role in their treatment. This review

119

will summarize the mechanisms that contribute to these biological activities of the protein C pathway.

Key Words: Protein C, activated protein C, thrombomodulin, endothelial protein C receptor, venous thromboembolism,

inflammation, apoptosis, neuroprotection.

INTRODUCTION

Activated protein C (APC) is the active, anticoagulant
enzyme formed upon activation of the protein C zymogen by
the thrombin-thrombomodulin (TM) complex on the surface
of endothelial cells, platelets and monocytes. The endothelial
protein C receptor (EPCR) binds protein C and further
increases the rate of protein C activation by the thrombin-
TM complex. Once formed, APC may dissociate from
EPCR, bind to its cofactor, protein S, and proteolytically
inactivate coagulation factors Va and Vllla, thus regulating
thrombin formation. Qualitative and quantitative deficiencies
in protein C and protein S, or defective response to APC, are
associated with a significant increase in the risk of venous
thromboembolism (VTE). Decreased circulating APC levels
have been associated with increased risk of VTE and
myocardial infarction, and may also contribute to the
increased risk of VTE reported in some hypercoagulable
states, such as Behget’s disease and chronic renal failure. In
addition to its anticoagulant function, APC also plays
significant roles in inflammatory processes, since it prevents
the lethal effects of E. coli-associated sepsis in animal
models, and improves the outcome of patients with sepsis.
The anti-inflammatory activity of APC seems to depend on
its ability to inhibit the production of tumor necrosis factor
(TNF)-a and interleukin-1B (IL-1B) from inflammatory cells
as well as the activation and extravasation of leukocytes at
the site oi tissue injury. These funciions are dependeni v
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EPCR. There is clinical evidence that APC inhibits inflam-
mation and fibrosis in the lung, and also that intratracheal
administration of APC inhibits the development of lung
fibrosis in a mouse model of lung injury. This effect is
probably not only due to the ability of APC to suppress
cytokine expression, but also to its ability to inhibit platelet-
derived growth factor expression. Furthermore, APC may
directly modulate endothelial function by suppressing the
expression of p50 and p52 nuclear factor-xB (NF-kB)
subunits, which results in the inhibition of inflammatory cell
adhesion.

Besides its anti-inflammatory activity, APC also inhibits
apoptosis induced by staurosporine, an effect dependent on
the presence of both the protease-activated receptor type |
(PAR-1) and EPCR, which opens new perspectives to its
clinical use in a large variety of diseases. In fact, APC was
an effective neuroprotector in a mouse model of ischemic
stroke, since it restored cerebral blood flow and thereby
caused a reduction in the volume of cerebral infarction. This
therapeutic effect is probably due to its anti-apoptotic
function as APC protects cortical neurons in mouse from two
apoptosis inducers, N-methyl-D-aspartate and staurosporine.
This APC neuroprotective effect is also PAR-1 and PAR-3
dependent, and seems to be associated with the modulation
of the expression of several genes involved in the endothelial
apoptosis pathway, including the Bcl-2 homolog protein and

data suggest that APC may suppress pro-inflammatory
pathways and stimulate cellular survival mechanisms at the
endothelial interface, providing a complex adaptive response
at the vessel-wall that protects the organism from vascular

© 2005 Bentham Science Publishers Ltd.
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Summary

Behget’s disease is a multi-systemic inflammatory disorder of unknown cause.
Most abnormalities have been associated with endothelial injury caused by
vasculitis. Thrombosis occurs in about 25% of patients, although the
mechanism is unknown. The objective of this study was to evaluate the
protein C activation system in Behcet’s disease and its correlation with
venous thromboembolism (VTE). Thirty-nine patients (12 with VTE) and 78
age- and sex-matched controls were included in the study, and levels of
protein C, protein S, activated protein C (APC), protein C inhibitor (PCI),
soluble thrombomodulin (TM), antithrombin (AT), o,-antitrypsin,
fibrinogen, factor VIII, von Willebrand factor (VWEF) and C-reactive
protein (CRP) were measured. APC and TM levels were significantly lower
in patients than in controls, whereas protein S, AT, o;-antitrypsin,
fibrinogen, factor VIII, VWF and CRP levels were significantly higher in
patients than in controls. APC, PCI and TM levels were lower in patients with
VTE (065 £ 0-19 ng/ml, 86% + 22% and 155 + 7-1 ng/ml respectively)
than in those without VTE (078 + 017 ng/ml, 100% * 15% and
22:1 £ 153 ng/ml) (P < 0-05). In patients, APC levels below 075 ng/ml
(10th percentile of the control group) increased the risk of VTE about
fivefold (odds ratio = 5'1; 95% confidence interval = 1-1-23-4). These
results show that reduced APC levels are associated with the high incidence
of VTE in Behget’s disease.

Keywords: activated protein C, Behget’s disease, thrombomodulin, venous
thrombosis, inflammation.

Behget’s disease is a rare inflammatory, lifelong disorder of
unknown cause, characterized by recurrent oral and genital
ulceration, and skin lesions (Kaklamani et al, 1998; Sakane
et al, 1999). It is a multi-system disease that may involve
cutaneous, articular, neurological, intestinal, pulmonary, uro-
genital or vascular manifestations (Kog ef al, 1992; Espinosa
et al, 2002). Vascular injuries and autoimmune responses are
characteristic of Behget’s disease. Large vessels are affected by
vasculitis of the vasa vasorum, and there is a prevalence of
vascular involvement that manifests as venous and arterial
thrombosis in about 25% of patients (Chajek & Fainaru, 1975;
Kog et al, 1992). Venous thromboembolism (VTE) is more
common than arterial thrombosis, with deep vein thromboses
being the most frequent (Giil et al, 1999). Endothelial
dysfunction  resulting from vascular inflammation is

doi:10.1111/.1365-2141.2004.05072.x

considered to be an important factor of thrombosis, although
the endothelial injury itself cannot completely explain the
hypercoagulable state of the disease because other vasculitis
syndromes do not increase the risk of thrombosis (Lee et al,
2002). Other alterations, such as deficiencies of protein C,
protein S and antithrombin (AT), or the presence of
antiphospholipid antibodies and factor V Leiden and pro-
thrombin 20210A mutations, have been considered. Although
some studies found an association between these abnormalities
and thrombosis in Behget’s disease (Hull et al, 1984; Chafa
et al, 1992; Guermazi et al, 1997; Mammo et al, 1997; Mader
et al, 1999; Vaya et al, 2000), many other studies did not find
any of these abnormalities to be associated with Behget’s
disease (Lenk et al, 1998; Nalgaci & Pekgelen, 1998; Mader
et al, 1999; Toydemir et al, 2000; Espinosa et al, 2002).

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 126, 550-556
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Abstract

The protein C (PC) anticoagulant pathway plays a cru-
cial role in the regulation of fibrin formation via prote-
olytic degradation of the procoagulant cofactors factor
Va and Vllla by activated PC (APC). PC circulates in plas-
ma as a zymogen, which is activated, on the surface of
endothelial cells by the thrombin-thrombomodulin
complex. Another endothelial cell-specific protein, the
endothelial cell PC/APC receptor (EPCR), binds PC on
the endothelial cell surface and further enhances the
rate of PC activation. Normal APC generation depends
on the precise assemblage, on the surface of endothe-
lial cells, of at least four proteins: thrombin, thrombo-
modulin (TM), PC and EPCR. Therefore, any change in
the efficiency of this assemblage may cause reduced
APC generation and an increase in the risk of thrombo-
sis. In the last years, several reports have suggested the
association between mutations in TM and EPC genes
and venous and arterial thrombosis. Surprisingly, no
studies have been reported linking mutations with lev-

els of circulating APC, the final product of the interac-
tion between thrombin, TM, PC and EPCR. Here, we
describe the previously reported mutations in the TM
and EPCR genes, and present the design and evaluation
of a new strategy to investigate TM, EPCR, PC and pro-
thrombin gene mutations in arterial and venous throm-
bosis.

Copyright © 2002 S. Karger AG. Basel

Introduction

The protein C (PC) anticoagulant pathway plays a crucial
role in the regulation of fibrin formation via proteolytic degra-
dation of the procoagulant cofactors factor Va and VIIIa by
activated PC (APC) (1-4). PC circulates in plasma as a zymo-
gen, which is activated, on the surface of endothelial cells by
the thrombin-thrombomodulin complex. Another endothelial
cell-specific protein, the endothelial cell PC/APC receptor
(EPCR), binds PC on the endothelial cell surface and further
enhances the rate of PC activation (5).

Normal APC generation depends on the precise assem-
blage, on the surface of endothelial cells, of at least four pro-
teins: thrombin, thrombomodulin (TM), PC and EPCR (4, 5).
Therefore, any change in the efficiency of this assemblage may
cause reduced APC generation and an increase in the risk of
thrombosis. In the last years, several reports have suggested
the association between mutations in TM and EPCR genes and
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