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Glosario de abreviaturas

ADN: é&cido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario.

ARN: &cido ribonucleico.

AT: antitrombina.

APA: anticuerpos antifosfolipidicos que incluye, anticuerpos tipo 1gG anticardiolipina y

antifosfatidilserinay anticuerpos tipo IgM anticardiolipinay antifosfatidilserina.

FV: factor V de la coagulacion sanguinea.

FVL: mutacion factor V Leiden, G1691A en e exdn 10 del gen F5.

FVA4070G: polimorfismo A4070G en el exon 13 del gen F5

FVII11: factor VIII de la coagulacion sanguinea.

FXI1: factor XII de la coagulacion sanguinea.

FXI1C46T: mutacion C46T en € gen F12.

FXI11: factor XIlI de la coagulacion sanguinea.

GAIT: “Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia”, Andiss Genético de la
trombofilia inexplicada.

Heredabilidad (H): proporcion de la variancia fenotipica total atribuido al efecto de los

genes.

Locus genético: una posicion en la secuencia del ADN, definida con relacion a las otras.
En contexto diferente puede significar un sitio polimérfico especifico o una gran
region de la secuencia del ADN en donde se puede localizar un gen. En latin, €
plural es loci.

LOD: logaritmo en base 10 del cociente entre dos verosimilitudes o probabilidades:
probabilidad de que un conjunto especifico de datos reflgje el ligamiento entre los dos
loci, entre la probabilidad de que esos mismos datos reflgen la ausencia de
ligamiento.

OR (Oddsratio): cociente o razén entre 2 odds. A su vez la odds es una razén en la que €l
numerador es la probabilidad (p) de que ocurra un suceso y el denominador es la
probabilidad de que tal suceso no ocurra (1-p). La OR es una medida clasica en

epidemiologia de la asociacion entre un factor de riesgo y una enfermedad.

PAI-1: inhibidor del activador tisular del plasmindgeno tipo |

PC: proteina C.

PS: proteina S.
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PT: niveles plasmaticos de protrombina.
PT20210A: variante alélica G20210A en & gen de la protrombina.
QTL: locus de rasgo cuantitativo Quantitative trait locus); cualquier locus que influye
sobre la variabilidad de un fenotipo compleo.
RPCa: resistencia ala proteina C activada.
rPCa: expresion de la medida de la RPCa, que expresa los resultados mediante la razon de
la TTPA (tiempo de tromboplastina parcial activada) en presencia de proteina C
activada (PCa), respecto ala TTPA sin PCa.
SNP: es un polimorfismo que implica € cambio de sblo un nucledtido (base) de la
secuenciadel ADN (SNP: single nucleotide polymor phism).
TF: Factor tisular.
TFPI : inhibidor de la via del factor tisular (tissue factor pathway inhibitor).
t-PA: activador tisular del plasmindgeno.
TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activada.

TVP: trombosis venosa profunda.
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1- Introduccién ala Hemostasiay ala Trombosis

La hemostasia es un sistema que mantiene la sangre en un estado fluido bajo
condiciones fisioldgicas, pero que permite reaccionar frente a una lesion vascular de
manera muy rdpida para detener el sangrado taponando la posible lesion vascular. La
hemostasia incluye un sistema coagulativo y otro sistema fibrinolitico, ambos compuestos
de activadores, zimogenos, cofactores, superficies celulares (tales como la de las
plaquetas), e inhibidores. La funcién y regulacién de estos complegjos sistemas han sido
extensamente estudiados, proporcionando, en las Ultimas décadas, un amplio conocimiento
en este campo (Spronk et al., 2003). Simplificando, existe un balance entre un mecanismo
procoagulante, que favorece la hemostasia y la trombosis y un mecanismo anticoagulante,
que previene la generacion excesiva de trombina cuando se activa la coagulacion. Este
equilibrio esta determinado por la activacién / inactivacion (inhibicion) de los factores de
la coagulacion y de los factores fibrinoliticos, 0 modulando |os niveles de los mismos.

Cuando se altera este equilibrio en la direccién procoagulante, se producen factores
que predisponen a latrombosis. Hace casi 150 afios, Virchow (Virchow 1860) ya postulaba
gue la trombosis venosa podia ser debida a diferentes factores. enlentecimiento del flujo
(estasis), alteraciones de la pared vascular y ateraciones de la composicion de la sangre.
Por otro lado, este balance puede aterarse en sentido contrario, debido a defectos en
algunos factores implicados en e sistema de la coagulacion y se puede generar una
predisposicion al sangrado.

Latrombosis puede ocurrir cuando existe un desequilibrio en el balance entre los

factores procoagulantes y los mecanismos anticoagulantes a favor de los primeros.

Actuamente los factores protrombéticos mejor estudiados son:
1- Alteracion de las células endoteliales.
2- Pérdidadel endotelio y exposicion del subendotelio.
3- Activacion de las plaguetas por agonistas circulantes o por su interaccion con e
colégeno subendotelia o el factor von Willebrand (VWF).
4- Activacion de la coagulacion.
5- Inhibicion de lafibrinolisis.
6- Edass.
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Y por otro lado los mecanismos antitrombéticos son:

1- Las propiedades antitrombéticas de factores liberados por €l endotelio intacto.

2- La neutralizacion de los factores activados de la coagulacion por componentes
unidos al endotelio como la trombomodulina

3- La inhibicién de los factores activados de la coagulacién por inhibidores
naturales.

4- Ladilucién de los factores activados y disrupcion de agregados plaquetarios por

el flujo sanguineo.

5- El aclaramiento de factores activados por el higado.

6- Ladisolucion de los trombos de fibrina por e sistema fibrinolitico.

L os trombos pueden formarse en cualquier localizaciéon del sistema cardiovascular,
incluyendo las venas, las arterias, € corazon y la microcirculacion. Estéan formados por
fibrinay células sanguineas. El trombo arterial se forma en un ambiente de flujo répido y
estd4 formado principalmente por agregados de plaquetas unidos a filamentos de fibrina
(Baumgartner 1973). El trombo venoso se forma en areas de estasis y esta compuesto por
hematies con una gran cantidad de fibrina y relativamente pocas plaquetas Hirsh et al.,
2001).

Las manifestaciones clinicas del tromboembolismo venoso dependen de la
localizacion y extension del trombo, pudiendo clasificarse en tres grupos: tromboflebitis
superficial, trombosis venosa profunda y embolismo pulmonar. La tromboflebitis
superficial, en general, sdlo da problemas locales: dolor, calor, hinchazon. En la trombosis
venosa profunda generalmente los trombos aparecen en las extremidades inferiores y en
ocasiones pueden originar sintomas agudos, produciendo inflamacion de la pared venosa,
obstruccién a flujo y en ocasiones se embolizan en la circulacion pulmonar (embolia
pulmonar). Ademas puede producir a largo plazo lesiones en las vavulas venosas de las
extremidades inferiores dando lugar a sindrome postflebitico. EI embolismo pulmonar se
suele desencadenar inicialmente a partir de un trombo originado en las venas profundas de
las extremidades inferiores, usualmente trombos extendidos o producidos en las venas
popliteas o anteriores (Having 1977).

Aunque no existen datos precisos, la incidencia del tromboembolismo venoso se ha

incrementado a lo largo del tiempo, quizas por € aumento de la esperanza de vida, €




Isabel Tirado INTRODUCCION

cambio en los habitos alimentarios, € actua estilo de vida mas sedentario y por 10s nuevos
métodos diagnosticos. En este momento constituye la tercera enfermedad cardiovascular
mas frecuente después de |os accidentes cerebrovasculares y el infarto agudo de miocardio
(Goldhaber 1994; Nordstrom et al., 1992).

1.1- Lacoagulacion

La coagulacién sanguinea y la hemostasia primaria, mediada por las plaguetas,
representan |os mecanismos de defensa ante la hemorragia. El sistema de la coagulacion se
inicia en respuesta a una lesion del endotelio (Spronk et al., 2003; Mackman 2004), el cual
permite una exposicion directa de la sangre a subendotelio. La activacion del sistema de la
coagulacion esta coordinado con la formacion de un tapon plaquetario que inicialmente
ocluye la lesion vascular (hemostasia primaria), y ambos sistemas garantizan la formacion
de un trombo hemostatico. Existen mecanismos anticoagulantes que en condiciones
normales, previenen los procesos procoagulantes. Anomalias en este balance natura entre
sistemas procoagulantes y anticoagulantes, debido a factores genéticos o adquiridos,
pueden desencadenar enfermedades trombdticas o hemorrégicas.

La coagulacion sanguinea engloba una cascada de reacciones bioquimicas
(Macfarlane 1964), las cuales se propagan mediante complejos enziméaticos que contienen
una serinproteasa, vitamino-K dependiente, y proteinas que actlan como cofactor que se
unen sobre la superficie de membrana (figura 1). Todas las reacciones implican la
activacion de precursores inactivos (zimégenos), de una serie de serinproteasas
plasméticas, que son transformadas a su forma enzimatica activa. La activacion se lleva a
cabo mediante una lisisdel péptido de activacion y un posterior cambio conformacional
del dominio catalitico dejando libre €l centro activo. A cada enzima le corresponde activar
un procofactor a cofactor, produciendo una secuencia de reacciones en las cuales €
producto activado sirve para la activacion del siguiente enzima, aumentando la velocidad y
eficiencia de reaccion de manera exponencial (Macfarlane 1964). Ademas para llevarse a
cabo estas reacciones con una eficiencia catalitica adecuada, necesitan unirse a superficies
fosfolipidicas de membrana (Spronk 2003) en la superficie de las plaquetas, las células del
endotelio vascular u otras células de sangre periférica, especidmente los monocitos
activados. La mayoria de estas reacciones son muy dependientes de iones de calcio (Ca®*)

y de fosfolipidos, con excepcion de la interaccion de latrombina (Fl1a) con e fibrindgeno.
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Figura 1. Representacion esquematica de la cascada de coagulacion. Los factores estéan
indicados por la letra F seguido de nimeros romanos y las formas activas. “a’. De color
gris se indican los diferentes inhibidores de la coagulacion.
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1.2- Endotelio

El endotelio norma intacto tiene propiedades antitrombdticas y no activa ni las
plaguetas ni los factores de la coagulacién. Ademas, € endotelio contiene y elabora
componentes que neutralizan los factores de coagulacién activados, inhiben la agregacion
y la adhesion de las plaquetas y proporcionan una superficie para la activacion de la
fibrinolisis (Cines et al., 1998).

El endotelio vascular normal mantiene la sangre fluida mediante la produccién de
inhibidores de la coagulacion, como son la trombomodulina y € hepardn sulfato. Tras
generarse trombina, ésta se une a la trombomodulina y pierde su actividad procoagulante
(de activar los factores FV, FVIII, EXII, fibrindgeno,...). EI complgo formado por
trombina-trombomodulina activa la PC, cuya principal funcion es inactivar los factores
FVillay FVa, bloqueando la generacion de FXay Flla. El endotelio inhibe también la
agregacion plaguetaria a liberarse prostaglandina PGI2 y 6xido nitrico (NO). Ademés,
activa la fibrinolisis mediante la sintesis y secrecion de sus activadores, € t-PA (activador
tisular del plasmindgeno), y activador del plasminégeno tipo urokinasa (UK) (Cines et al.,
1998). Asi, € endotelio modula el tono vascular, proporcionando una envoltura protectora
separando los componentes de la sangre de las estructuras reactivas del subendotelio
(Michiels 2003). Estas propiedades contribuyen a su tromborresistencia y se pierden o se
modifican, cuando el endotelio se estimula o se lesiona

Las células endoteliales son activadas cuando se exponen a endotoxina, citocinas
como la interleucina-1 (IL-1), e factor de necrosis tumoral (TNF) y la trombina entre
otros. Las células endoteliales estimuladas sintetizan el factor tisular (TF) y € inhibidor del
activador de plasminégeno (PAI-1) (Sidelmann et al,. 2000) e interndizan la
trombomodulina. El endotelio lesionado muestra propiedades proagregantes, ya que
disminuye la liberacién de PGI2 y aumentan la secreciéon de PAF (factor activador de las
plaguetas). También aumenta la liberacion de multimeros VWF de alto peso molecular, que
contribuirén a aumento de la adhesion plaguetaria en la pared del vaso dafiado. Cuando las
células endoteliales severamente lesionadas se pierden, e subendotelio se expone a las
plaquetas y a los factores de coagulacion. Las plaguetas se unen a subendotelio a través de
una interaccion que implica alas glicoproteinas (GP) de membrana, principalmente la GP-

Ib, con las proteinas subendoteliales: el VWEF, e colageno, la fibronectina y la vitronectina.
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Cuando las plaguetas interactian con el subendotelio, las plaquetas se adhieren y se

agregan entre si, formando un trombo mural que es eventual mente estabilizado por fibrina.

1.3- Plaguetasy hemostasia

Las plaquetas son esenciales para una hemostasia efectiva mediante multiples
interacciones con los factores de la coagulacion plasmética (George et al., 2001). Las
plaquetas juegan un papel importante en la coagulacion sanguinea a aportar fosfolipidos
de membrana cargados negativamente, receptores de membrana de la superficie
plaquetaria, liberacion local de factores procoagulantes (factor plaquetario 4, PAI-1, FV o
fibrinbgeno) y la interaccion estructural con el coagulo de fibrina.

La hemostasia primaria es un término que a veces se utiliza para describir €l
proceso donde las plaquetas agregan y forman un tapdn en los pequefios vasos sanguineos
sin aparente requerimiento de la generacion de trombina (Baumgartner, 1973).

La adhesion plaguetaria esta mediada principalmente por la interaccion de los
receptores en las membranas de la superficie plaquetaria (glicoproteinas) y su interaccion
con e plasma y las proteinas asociadas a superficie, principalmente e fibrindgeno, la
fibronectinay & VWEF. En un ato porcentgje es e complejo glicoproteico GP Ib-1X, cuyo
principal ligando es el VWF. En la reaccidn de liberacion plaquetaria, se liberan entre otros
componentes, e ADP (adenosina5'-difosfato) y Ca?* y otras proteinas como el
fibrindgeno, € FV, d vWF, el HMWK kininégeno de ato peso molecular), la as-
antitripsina y la ax-macroglobulina. EI ADP y otros agonistas generan finalmente €
tromboxano A2, con poder vasoconstrictor. Esto coincide con la agregacion de més
plaquetas libres sobre e agregado plaquetar, una fase que requiere la glicoproteina I1b/111a,
que es € principal receptor del fibrindgeno y también del vVWF (Ruggeri 2003). Al mismo
tiempo la membrana de la superficie plaguetaria sufre cambios, incrementando la
proporcion de fosfolipidos cargados negativamente (especiamente fosfatidilsering)
promoviendo de esta manera la union de los complegjos FX-asa (tenase), formado por €l
factor VIII activado (FVI11la) y € factor IX activado (1Xa) y protrombinasa, formado por €l
factor X activado (FXa) y € factor V activado (FVa) de la coagulacion (Spronk 2003). De
esta manera, permite la generacion de latrombina (11a), la cua por s misma es una potente

promotora de la agregacion y de la liberacion plaquetaria. Se ha descrito la contribucion de

24



Isabel Tirado INTRODUCCION

las plaguetas a la via intrinseca de manera, que hacen de soporte para los complejos tenase

y protrombinasa, y l0s protege de la inactivacion por parte de la AT.

1.4 - Sistema extrinseco

La principa via de la coagulacion sanguinea in vivo en respuesta a una lesion, es €
sistema de la via extrinseca (Spronk et al., 2003), en el cua €l TF es €l iniciador primario
de la coagulacion sanguinea (Mackman 2004). El TF es una proteina integral de membrana
que no esté estructuralmente relacionada con € resto de las proteinas de la coagulacién. De
esta manera, € TF permanece localizado en la membrana celular en la cua es sintetizado.
Cuando se produce una lesion en la pared del vaso sanguineo esta permite la exposicion
del TF a la sangre. Entonces & factor VII (FVII), una proteina del grupo de las
serinproteasas vitamino-K dependientes, se une a TF y se activa rgpidamente FV1la). El
complegjo FVIIaTF es capaz de activar e factor X (FX) y e factor IX (FIX) pasando a
FXay FlXa respectivamente (Mackman 2004). El FXa es inhibido por € TFPI Broze
1995) o por la AT, s la exposicion de TF no es masiva. Sin embargo, € FXa que
permanece en la superficie celular puede combinarse con e FVa para llegar a producir
pequefias cantidades de trombina, la cual juega un papel muy importante en la activacion
plaquetaria (como hemos visto en € apartado anterior). También se activan otros factores
(FVa, FVIlla, FXIla) que van a ser necesarios en las reacciones de la coagulacion (figura
1). Pequeiias cantidades de trombina generadas o residuales, amplifican la sefid de inicio
procoagulante a potenciar la adhesion plaguetar, la activacion de las plaguetas y la
activacion de los factores FV, FVIII y FXI (Spronk et al., 2003).

1.5- Sistema intrinseco

La via intrinseca (fase de contacto) es un mecanismo alternativo de activacion del
sistema de coagulacién. Estan implicados € FXII, e kinindbgeno de elevado peso
molecular (HMWK) y la precalicreina como cofactores. La activacion del FXII FX114)
produce la activacion del FXI (FX1a), e FXla activaa FIX (FIXa) convergiendo de esta
manera en lavia del factor tisular o sistema extrinseco (figura 1) (Spronk 2003).

La funcidn fisioldgica de esta via no esta completamente aclarada, debido a que no
es importante en la coagulacion iniciada por una lesidon. Las deficiencias de proteinas de

este sistema no estan asociadas a problemas hemorragicos, excepto en el caso del déficit
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del FXI, e cual su defecto produce problemas de sangrado moderado (O Conell 2004).
También se han descrito estudios que sugieren que los niveles elevados de FXla podrian
estar asociados a un incremento de riesgo a padecer trombosis arterial (Minnena et al.,
2000). Recientemente, se ha postulado la posible asociacion de la deficiencia del FXI1I con
la trombosis venosa, que podria explicarse por € papel que tiene e FXIl en € sistema
fibrinolitico produciendo una disminucion de la actividad fibrinolitica en estos pacientes
(Levi etal., 1991).

1.6- Viacomun

La via comun de la cascada de la coagulacion (figura 1) se inicia por la activacion
del FX mediante € FIXaque es capaz de catalizar la conversion del FX aFXa en presencia
de su cofactor, e FVIlla, de fosfolipidos y de iones Ca?* (formando el complejo tenase:
FVIllalFIXa). De manera similar, el FXay € FVa forman e complegjo protrombinasa
sobre una superficie fosfolipidica en presencia de iones Ca?*. Este complgjo cataliza la
reaccion de la protrombina (FIl) a su forma activa, la trombina (Fl1a) (Dahlbéck 2000). El
FVIII se encuentra en la sangre formando un complgo no covalente con e VWF, que
estabiliza su actividad coagulante y le ayuda asi a localizarlo en los lugares de adhesion
plaquetaria.

La fase final de la cascada de la coagulacion es la formacion de trombina, la cual
convierte e fibrindgeno, una proteina soluble, en fibrina que polimeriza formando una
malla, €l trombo (figura 1). El fibrindbgeno esta formado por tres pargjas de cadenas
polipeptidicas (a, 3, y ?), unidas por puentes disulfuro. La trombina hidroliza la molécula
de fibrindgeno en las cadenas a y R liberdndose los mondémeros de fibrina a lisar los
fibrinopéptidos A y B (FPA, FPB). De esta manera, se forman los mondmeros de fibrina 'y
la formacién espontanea de polimeros de fibrina, inicialmente unidos por interacciones no
covalentes que pasan a covalentes por accién del factor X111 (FXIII) o factor estabilizante
de la fibrina. El FXIII es activado (FXI1I1a) por la trombina, y produce la formacion de
uniones covalentes del cogulo de fibrina que incrementa su resistencia quimica, mecénica
y a la fibrinolisis (Ariéns et al., 2000). El resultado final del proceso es una malla de
fibrina hemostética y relativamente estable. En toda esta fase final de la coagulacion
(Spronk et al., 2003) existen una serie de activaciones por retroalimentacion positiva, tales
como €l delatrombina sobre el FXI, el FV y & FVIII (figural).
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1.7- Fibrinolisis

Lafibrinolisis es el mecanismo mediante e cual se produce la lisis de la fibrina del
trombo una vez cumplido su funcién hemostética, en un proceso relativamente analogo al
de la coagulacion. Después de una serie de transformaciones de precursores inactivos
(zimégenos) a enzimas activos en presencia de cofactores y sobre la superficie celular, se
convierte el plasmindgeno en plasming, la cua puede hidrolizar e trombo de fibrina
solubilizandolo (Preissner 2004). En cada fase, una serie de proteasas inhibidoras limita
estas reacciones y € hecho de que sucedan en la superficie celular, permite una regulacion
a nivel de union de receptores y de la participacion de la membrana celular. Durante la
fase inicia de la coagulacion, las plaquetas y las células endoteliales liberan € inhibidor
del activador tisular del plasminégeno (PAI-1) facilitando la formacion de fibrina. Sin
embargo, en respuesta a una serie de estimulos, las células endoteliales liberan € activador
tisular del plasminogeno ¢-PA) que junto a activador del plasmindgeno tipo urokinasa
(UK), tiene la capacidad de convertir e plasminogéno en su forma activa, la plasmina
(Lijnen et al., 1982). Al igua que en la coagulacion la trombina activa e FV
(retroalimentacion positiva) acelerando la formacion del FXa, en e proceso de la
fibrinolisis, la plasmina también gerce una retroalimentacion positiva mediante la ruptura
de un péptido de activacion del plasminogéno que tiene mayor afinidad por la fibrina.
Durante la fibrinoformacion, el plasmindgeno se une a la fibrina mediante las zonas de alta
afinidad (lugares de union de lisina) y se incorpora a trombo y cuando pasa a su forma
activa, la plasmina, hidroliza la fibrina en diferentes fragmentos solubles. Ademas de
hidrolizar la fibrina, la plasmina es capaz de hidrolizar otras proteinas de la coagulacion,
incluyendo € fibrindgeno.

En la regulacion del sistema fibrinolitico intervienen una serie de inhibidores; por
un lado € PAI-1 que inhibe d t-PA y por otro la g-antiplasmina que inhibe e efecto
proteolitico de la plasmina (Preissner 2004). Estos procesos de inhibicion son especificos,
de manera que cuando la plasmina se encuentra ligada a la fibrina esta protegida de la
inhibicion por la ag-antiplasmina, pero cuando la plasmina se genera libre en plasma se
inactiva répidamente. Por otro lado, €l t-PA cuando esta unido a las células endoteliales
esta protegido de la inhibicion del PAI-1. Ademas, la trombina protege los trombos de la
fibrinolisis a aumentar la liberacion de PAI-1 endotelial y a activar una carboxipeptidasa

plasmatica, e TAFI (inhibidor de la fibrinolosisis activable por trombina) que es capaz de
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inhibir la fibrinolisis. La activacion del TAFI promueve la estabilizacion de la malla de
fibrina'y en consecuencia de la formacion del trombo de fibrina persistente. EI TAFI actia
mediante la lisis de residuos lisina C-terminal de la fibrina, previniendo la union del
plasmindgeno, la plasmina, o el t-PA a la fibrina e inhibiendo secundariamente la
fibrinolisis (Bazjar 2000).

1.8- Inhibicién de la coagulacion.

La regulacion de la coagulacion tiene lugar a diferentes niveles y se lleva a cabo
por diferentes enzimas inhibidores o por modulacion de la actividad de los diferentes
cofactores:

- TFPI (inhibidor de lavia del factor tisular): inhibe el complgjo (figura2) entreel FVIilay
e TF (Broze 1995). Este inhibidor, cuando se asocia a las células endotelides, se
encuentra principal mente unido a lipoproteinas en sangre o a heparan sulfato y entre un 5-
10% circula en forma libre. La actividad anticoagulante del TFPI se desarrolla en 2 etapas.
primero forma un complejo reversible estequiométrico 1:1 con el FXa produciendo la
perdida de su actividad catalitica. En la segunda etapa, € complgjo FXaTFPI se une a
complgjo FVIla-TF unido a la membrana en una reaccién que necesita iones Ca®*
forméndose el complgjo cuaternario FXaTFPI-FVIlaTF inhibiendo de esta manera €l
complgjo FVIla-TF (figura 2).

- Antitrombina (AT): la AT (figura 2) que actia como inhibidor de latrombinay e FXa,
pero también inhibe e FIXa, é FXlay e FXlla(van Boven 1997). La AT es por s misma
un inhibidor de baja potencia, pero incrementa su velocidad inhibitoria unas 1000 veces en
presencia de heparina (anticoagulante). La heparina tiene su equivalente in vivo, en el
proteoglicano sulfato de heparén presente en e endotelio vascular. La molécula de AT se
une a la molécula de heparina a través de una secuencia discontinua de residuos béasicos
(Lys, Arg) en la zona aminoterminal. La trombina se une también a la cadena de heparina
de una manera no especifica mediante cargas electrostéticas. De esta manera se forman
complejos ternarios de heparinaAT-trombina en los que € sitio activo de la trombina se
acerca a dtio reactivo de la AT. El FXa'y otros factores activados de la coagulacion se
unen de manera débil a la heparina 'y son inhibidos por e complejo heparina-antitrombina

gracias a cambio conformaciona que induce la heparina en la molécula de antitrombina.
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Fisiologicamente la AT muestra una inhibicién més eficaz sobre los enzimas es sus

formas libres. Cuando los enzimas estan formando parte de los complgos tenase o
protrombinasa muestra menos eficacia en su inhibicion. De esta manera limita el proceso
de la coagulacion en los lugares de lesién vascular y protegiendo la circulacion de enzimas
libres (van Boven 1997). Debido a ello, cuando la trombina se encuentra unida a la malla
defibrina, éstaesresistente alaAT.
- Sistema anticoagulante de la proteina C (PC). El sstema de la PC regula la
coagulacién mediante la modulacion de la actividad de dos cofactores: el FVillay € FVa
(Dahlbéck 1995). La PC es un zimOgeno de una enzima tipo serinproteasa, vitamino-K
dependiente, con propiedades anticoagulantes, que se activa sobre la superficie de células
endoteliales mediante e complgo formado por la trombina y la trombomodulina. Este
proceso es potenciado cuando la PC se encuentra unida al receptor endotelial de la PC
(EPCR). Cuando se forma & complejo trombina-trombomodulina, la trombina pierde sus
caracteristicas procoagulantes y se transforma en un enzima con propiedades
anticoagulantes ya que es capaz de activar la PC a PC activada (PCa). La PCa tiene como
cofactor en su actividad inhibitoria a la PS. La PS es también una proteina del grupo
vitamino-K dependiente, que en un 40% circula libre y es la que posee actividad como
cofactor, mientras que €l 60% restante esta unida a la glicoproteina transportadora de la
subunidad C4b del complemento (C4b-binding protein, C4b-BP) y no participa como
cofactor en la actividad anticoagulante (Dahlback 1995).

LaPCay laPS libre forman un complgo unido ala membrana, e cua hidroliza los
Fva y FVllla (figura 2), incluso cuando forman parte de los complgos tenase y
protrombinasa, inactivando asi la funcién de cofactor que gjercen sobre los FXay FlXa e
inhibiendo de esta manera la generacién de trombina. El propio FV actia como cofactor de
laPCa, junto con la PS, en ladegradacion de FVllla.

La inhibicion de la actividad proteolitica de la PCa se lleva a cabo por tres enzimas
de la familia de las serpinas. € inhibidor de la PC (PCI), € PAI-1 y la a;-antitripsina
(Rezaie 2003).
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Figura 2. En esta figura se muestran los diferentes sistemas inhibidores de la coagulacion:
AT, PCy TFPI, PCI. Los factores de la coagulacion estan mostrados en nimeros romanos
y con una “a’ se indica sus formas activas y con una “i” sus formas inactivas. T: trombing;
PT: protrombina; TM: trombomodulina; EPCR: receptor de membrana de la PC. (Esquema

segun Esmon 2003).
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2.- Trombofilia
2.1- Latrombofilia hereditaria

La trombosis tiene un pape crucid en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares y es € principa responsable del desenlace fatal del infarto agudo de
miocardio, los accidentes cerebrovasculares tromboembdlicos y e tromboembolismo
venoso (Jandl 1996; Goldhaber 1994).

Se define la trombofilia como la tendencia a desarrollar trombos en las venas o0 en
las arterias. La trombosis arterial 0 venosa son buenos ejemplos de enfermedad compleja,
ya que contribuyen en € riesgo de llegar a desarrollar la enfermedad multiples vias
bioldgicas (presién arterial, fluidez sanguinea, coagulacion, inflamacidn o aterogénesis).

El concepto de trombofilia se utiliza mas frecuentemente en & contexto de la
enfermedad tromboembdlica venosa, para describir la susceptibilidad genética a padecer
dicho tromboembolismo venoso. En estos pacientes la aparicion del accidente trombatico
sucede ya en la juventud, suele haber historia trombdética familiar, con trombosis
recurrentes, en localizaciones inusuales o presentan una severidad desproporcionada al
estimulo causal (Lane et al., 1996). La presencia de un factor hereditario predispone hacia
la clinica trombética, sin embargo, para llegar a desarrollar la enfermedad, en ocasiones se
requiere la interaccién con otros factores genéticos o ambientales (figura 3) (Rosendaal
1999).

No fue hasta 1965 cuando se reconoci6 que la trombosis podria ser una enfermedad
heredable. Egerberg (Egerberg 1965) describid una familia con trombofilia asociada a una
deficiencia de AT ya que se demostré la cosegregacion entre una deficiencia congénita de
AT vy la tendencia trombdtica familiar. Esta asociacion parecia demostrar la hipétesis
defendida por Astrup en 1958 de la existencia de un balance trombohemorragico (Astrup,
1958), donde postulaba la existencia de un equilibrio finamente regulado entre la
formacién del trombo y su disolucion y por tanto cambios en estas condiciones podrian
decantar e equilibrio hacia la formacion de un trombo o hacia € sangrado. Desde
entonces, han sido estudiadas muchas deficiencias de factores de la coagulacion y del
sistema fibrinolitico para determinar su posible papel en la trombofilia hereditaria (tabla 1).
Asi las deficiencia de la PC y la deficiencia de la PS fueron asociadas a la trombofilia

familiar en los afos ochenta (Griffin et al., 1981; Compy Esmon 1984).
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Los resultados de los diferentes estudios sistematicos redlizados de estas
alteraciones de la coagulacion (deficiencias de AT, de PC y de PS), dieron como resultado
el conocimiento de las dos principales vias anticoagul antes endégenas: laviade la AT y la
via del sistema PC/PS (ver apartado 1.8). Sin embargo, estos defectos genéticos asociados
alatrombosis se encontraban solo en un pequefio porcentaje (entre e 10-15%) de todas las
familias que habian sufrido tromboembolismo venoso, identificadas a través de un paciente
sintomético (Heyboer et al., 1990; Mam et al., 1992, Mateo et al., 1997). El
desconocimiento de la causa asociada a la enfermedad tromboembdlica en el 85-90%
restante de los pacientes con trombosis, estimulaba a la investigacion de otros posibles
mecanismos. Ademas, como € modelo de herencia que seguian estos factores de riesgo
(AT, PC y PS) era autosomico dominante, se pensd que la trombofilia familiar estaba
causada por un defecto genético dominante con una penetrancia reducida. Esto explicaria
lavariabilidad de la expresion clinica de la enfermedad (Lane et al.,1996).

La idea de la trombofilia familiar como una enfermedad monogénica (con un
modelo de herencia mendeliana simple) quedd en entredicho mediante e estudio
sistematico de familias con deficiencia de proteina C Miletich et al., 1993). En estos
estudios tres observaciones contradicen la hipétesis de un modelo de herencia dominante
para la trombosis: 1) en familias con pacientes homocigotos para una deficiencia de PC,
los cuales sufren una clinica trombética severa, muy pocos de sus familiares portadores
heterocigotos de |a deficiencia sufren episodios trombaticos (Broekmans et al., 1988). 2) la
prevalencia de heterocigotos para una deficiencia de PC en la poblacion sana es del 0,2 al
0,5%; ni estos individuos ni sus familiares portadores heterocigotos de la deficiencia de PC
experimentan episodios trombaticos (portadores asintomaticos) (Miletich et al., 1993, Tait
et al., 1995). 3) en familias con trombofilia portadoras de una deficiencia de PC, arededor
del 45% de los familiares heterocigotos para la deficiencia han sufrido trombosis, es decir,
que el 55% restante de los portadores del déficit son asintomaticos. Ademas, alrededor del
8% de los miembros no portadores de la deficiencia también han sufrido episodios
trombéticos, indicando una reducida penetrancia y una dta frecuencia de fenocopias
(individuos gque expresan la enfermedad sin ser portadores del rasgo analizado, en este caso
la deficiencia de PC). Algo similar ocurre en familias con trombofilia portadoras de una
deficiencia de PS, en las que € 45 % de los familiares afectados del déficit permanecen

asintométi cos.
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Como resultado de estas observaciones se hipotetizé que la trombofilia familiar
podria estar causada por la cosegregracion de uno o0 méas factores genéticos que
incrementarian el riesgo trombotico Miletich et al., 1993). Esta hipétesis se confirmé
después del descubrimiento en 1993 del fenotipo RPCa, como € factor de riesgo
trombotico mas frecuente en la poblacion general (Dahlbéack et al., 1993; Dahlback 1994;
Vooberg et al., 1994). En 1994 se identifico la mutacion factor V Leiden (FVL) Bertina et
al., 1994) como laresponsable del 80-90% de los casos de RPCa. Esta mutacion produce la
sustitucion del aminoécido Arginina por Glutamina en la posicion 506 (R506Q) debido ala
mutacion G1691A en del exdn 10 del gen del FV. La alta prevalencia de esta mutacion en
la poblacién general, entre un 2-5% (Rees et al., 1995; Zivelin et al., 1997), la convierte en
una buena candidata como posible factor de riesgo trombético adicional en las familias
portadoras de deficiencias de PC o de PS, y los estudios posteriores asi |0 demuestran, ya
que los pacientes portadores del FVL en combinacion con alguna de estas deficiencias
muestran un riesgo més elevado de sufrir accidentes trombéticos que los portadores de una
sola de las deficiencias (Koeleman et al., 1994; Zoller et al., 1995).

Desde entonces, cambio radicamente e conocimiento de la patogénesis de la
trombosis venosa. Actualmente, se considera a la trombofilia hereditaria como una
enfermedad multifactorial, donde estan implicados mudltiples factores genéticos y
ambientales (figura 3), y complgja, porgue la interaccion de multiples genes (cada uno de
ellos con un efecto variable) con el ambiente, determinaran en cada individuo el grado de
susceptibilidad a la trombosis (Majerus 1994; Rosendaal 1999; Bovill et al., 1999; Lane y
Grant 2000).

Algunos de los factores de riesgo adquiridos implicados en la trombosis venosa se
muestran en latabla 1 (Nachmany Silverstein 1993). Tal como se ha descrito uno 0 mas de
estos factores de riesgo adquiridos estan presentes en un 33% de los pacientes en € primer
evento de trombosis venosa (Bertina 2001).

Los conocimientos sobre los componentes genéticos de la trombosis venosa son
escasos (Laney Grant 2000), més s se tiene en cuenta que la heredabilidad (proporcién de
la variancia del fenotipo que es debida a efecto de los genes) de la trombosis es del 60%
(Souto et al., 2000q). Los factores genéticos de riesgo trombético conocidos sdlo se
identifican, en e mejor de los casos y dependiendo de la poblacion estudiada, en el 60% de
las familias con trombosis hereditaria (Mateo et al., 1998). El gran reto en la actualidad es
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la identificacion de los factores genéticos de riesgo trombético en € 40% de las familias
restante, portadoras de trombofilia inexplicada o idiopatica, ya que no presentan ninguno
de los factores biol 6gicos conocidos asociados a enfermedad tromboembdlica.

En medicina es habitual entender la enfermedad como una variable discreta,
dicotdbmica, con dos posibles estados. individuos sanos y enfermos. Sin embargo la
genética de enfermedades complejas permite interpretar |a predisposicion o susceptibilidad
de cada individuo a padecer una enfermedad como una variable continua de riesgo. Esta
variable es un fenotipo complgjo, no observable ni mensurable directamente, pero
deducible mediante modelos matematicos. El conjunto de genes responsables y todas sus
interacciones determinan la susceptibilidad genética a la enfermedad para cada individuo.
Aquellos sujetos que sobrepasan un determinado umbral de este gradiente, manifiestan
clinicamente la enfermedad. De ahi & nombre de “modelos umbral” para explicar € riesgo
a padecer una enfermedad complea (Falconer y Mackay 1996). En otras palabras, lo que
esta regulado genéticamente no es la enfermedad en si misma sino la mayor o menor
predisposicion a padecerla.

En la trombosis venosa como enfermedad multifactorial, existen variaciones de la
expresion del fenotipo clinico que pueden ser explicadas por factores de riesgo adquiridos,
tales como embarazo, puerperio, uso de anticonceptivos orales e inmovilizacion.
Obviamente, cualquier circunstancia que pueda afectar a aquellos 6rganos donde los
factores de la coagulacion se sintetizan de manera natural podria afectar también a las
concentraciones de estos factores (enfermedades hepaticas, disfunciéon endotelial etc.), asi
como la incluson o no en la dieta de substratos y vitaminas (déficit de vitamina K).
Existen muchos defectos que afectan a la concentracion de factores de la coagulacion de
manera muy distinta (Balleisen et al., 1985a; Balleisen et al., 1985h), y por elo seria
posible que por gemplo atas concentraciones de protrombinay FVIII reflggen una mezcla
de factores de riesgo genéticos y factores adquiridos. Los factores de riesgo adquiridos
pueden contribuir a variaciones intray interindividuales, lo cual podria explicar diferencias
de riesgo entre individuos y en diferentes situaciones (Lowe et al., 1997; Bloemenkamp et
al., 1998).
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2.2- Trombosis venosa recurrente

Todos los pacientes con trombosis venosa, tanto s padecen o no una deficiencia
hereditaria conocida, presentan un riesgo elevado de sufrir trombosis recurrente durante
muchos afios después del primer episodio. La trombosis recurrente es fatal en un 5% de los
pacientes (Douketis et al., 1998), y en un tercio de los pacientes, ha sido asociada con €
sindrome post-trombaético (Pandroni et al., 1996). La trombosis venosa recurrente requiere
terapia prolongada con tratamiento anticoagulante, lo cual por s mismo conlleva un riesgo
de hemorragia importante. La recurrencia es mas frecuente en hombre, de edad avanzada,
en pacientes sometidos a inmovilizacién, pacientes con cancer, y en pacientes que ya han
tenido anteriormente trombosis recurrente. La trombosis recurrente es mas frecuente en
pacientes con déficit de AT, PC, PS (van den Belt et al., 1997); en aguellos con més de un
defecto (Makris et al., 1997) y en individuos portadores homocigotos para € FVL
(Emmerich et al., 1997). En individuos que son heterocigotos para € FVL o para la
mutacion PT20210A los resultados son controvertidos hasta el momento (Lensingy Prins
1999).
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Figura 3. La trombosis venosa como enfermedad complga puede ser debida a la
interaccion de factores de riesgo genéticos y ambientales.

Factores de riesgo genético Factor es de riesgo ambientales
Genl+ Gen2 < Factor 1+ Factor 2 +
+ Gen3 Factor 3

TROMBOSIS
VENOSA

Tabla 1. Causas de trombosis venosa congénitasy adquiridas.

Factores de riesgo genéticos

Deficienciade AT Deficienciade PC
Deficienciade PS RPCa
FVL PT20210A

Locus del grupo sanguineo del sistema ABO

Factores con regulacién genética y ambiental

Niveles elevados de FVIII, FIX, FXI

Factores de riesgo adquiridos

Cirugiay traumatismo Inmovilizacion prolongada
Edad avanzada Céncer

Trombosis previas Embarazo y puerperio

Uso de anticonceptivos orales APA

Terapia hormona substitutiva RPCaadquirida

Hiperhomocisteinemia
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2.3- Bases moleculares de la trombofilia hereditaria
2.3.1- Deficiencia de antitrombina

La AT es una glicoproteina que se sintetiza en e higado y que pertenece a la
familia de inhibidores de serinproteasas (serpinas). La AT es @ inhibidor principal de la
trombina y es por ello uno de los principales reguladores fisioldgicos de la formacion de
fibrina (ver apartado 1.8). El gen que codifica parala AT esté localizado en e cromosoma
1 entre las bandas 1923 y 1925 Bock et al., 1985), tiene 13,5 kilobases de longitud y
consta de siete exones (Bock et al., 1988). Se han descrito muchas variaciones de la
secuencia o polimorfismos en e gen de la AT (Lane et al., 1993; Blgjchman et al., 1992)
incluyendo una secuencia repetitiva de 3 nucledtidos muy polimérficaen € intrén 4.

La deficiencia en AT es una enfermedad heterogénea que sigue un patréon de
herencia autosomica dominante y fue inicialmente reportada por Egeberg en 1965
(Egerberg 1965). La subclasificacion de la deficiencia de AT esté basada principalmente
en los resultados funcionales y inmunol 6gicos analizados en plasma. Mas tarde, y debido a
la informacion méas amplia a conocer las mutaciones presentes en € gen de la AT se
modifico la nomenclatura (Lane et al., 1993) gque es la siguiente:

- Deficiencia de AT Tipo |, caracterizada por una disminucién de AT funcional e

inmunol 6gica.

- Deficiencia de AT Tipo Il, caracterizada por un déficit funcional (Lane et al.,

1997). El tipo Il se divide en 3 subtipos: RS, una variante de la molécula de AT, la

cual tiene un defecto en € centro activo (I1 RS: Reactive Ste); HBS, un defecto que

afecta d lugar de union de la heparina (Il HBS: Heparin Binding Site) y PE déficit
funcional mdiltiple (efecto pleiotrépico |1 PE).

La prevalencia de esta deficiencia en la poblacion general se ha estimado en un
0,02% (Tait et al., 1994; Colan et al., 1994), pero en pacientes con trombofilia hereditaria
es entre 1-3% (tabla 2. En poblacion espafiola se observd como resultado del estudio
multicéntrico espafiol coordinado por nuestra Unidad (estudio EMET: Estudio
Multicéntrico Espafiol de Trombofilia) que en pacientes con trombosis venosa la
prevalencia erade un 0,47% (Mateo et al., 1997). Se ha estimado que la deficiencia de AT
est4 asociada a un incremento de entre 10 y 20 veces € riesgo trombotico (Lane et al.,
1996). Las manifestaciones clinicas son parecidas a las que se producen en las deficiencias

de PCy PS (ver apartados 2.3.2 'y 2.3.3) pero la deficienciaen AT estd menos asociada ala
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trombosis venosa superficial. También se han descrito deficiencia de AT asociada a

episodios de trombosis arterial (Lane et al., 1993).

2.3.2- Deficiencia de Proteina C

La proteina C (PC) es una glicoproteina plasméatica vitamino-K dependiente
precursora de la PCa, que se sintetiza en € higado como una molécula de cadena sencilla.
La PC de cadena sencilla se convierte en una molécula de 2 cadenas después de la
eliminacion de un dipéptido (Argl57-Thr158). En el plasma la PC se encuentra en su
mayoria en forma de doble cadena, compuesta por una cadena pesada de 41 kDa y una
cadena ligerade 21 kDa.

Una de las principales funciones de la PCa (Esmon, 1992), es su funcion
anticoagulante que actla inactivando los cofactores FVay FVllla, por roturas proteoliticas
selectivas (ver apartado 1.8 y figura 2).

El ADNc humano de la PC ha sido clonado y secuenciado (Foster y Davie 1984).
La estructura del gen, que recibe el nombre de PROC, (Foster et al., 1985) contiene 9
exones y 8 intrones con un total de 11 kb de ADN gendémico. Se han descrito varios
polimorfismos en e gen PROC, localizados en la zona promotora y en la region que
codifica parala proteina (Reitsmaet al., 1995).

Recientemente, y como parte de los resultados del proyecto GAIT, se ha descrito
como la variabilidad de los valores plasméticos de la PC vienen determinados por el efecto
de otros genes aparte del gen estructura PROC. Los resultados obtenidos mostraron la
presencia de un nuevo QTL en e cromosoma 16, que influye en la variabilidad de los
niveles normales de PC plasméticos (Buil et al., 2004).

La deficiencia en PC es una enfermedad heterogénea (Reitsma et al., 1995), y se clasifica
segun:
- Deficiencia de PC tipo |: que se caracteriza por una reduccion de los niveles
antigénicos y funcionales de la molécula.
- Deficienciade PC tipo Il: existe una molécula anorma de PC dando lugar a niveles
funcional es reducidos de PC con niveles antigénicos normales.
En mayo de 1995, se publico la primera base de datos de mutaciones del gen PROC
(Reitsma et al., 1995) que consta de 160 mutaciones diferentes asociadas a deficiencias

tipo | y I1. Un 60 % de las mutaciones descritas que causan la deficienciatipo | de PC y de
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tipo I, son mutaciones no sindnimas (missense), donde la sustitucion de una base produce
un codon nuevo gue codifica un aminoacido diferente. Estas mutaciones se localizan en
exones, que codifican para regiones de la proteina que se encuentran en la superficie, en las
areas accesibles y zonas solubles que son relevantes para su funcion (unién del calcio,
activacion, interaccion con la trombomodulina, centro activo o union del substrato)
(Greengard et al., 1994). Ademés en agunos caso de deificiencias tipo I, se han localizado
pequefias deleciones e inserciones que producen mutaciones sin sentido (nonsense) dando
lugar a una terminacion de la traduccion de la proteina prematura (stop codor).

El andlisis genético del gen PROC pone en evidencia que las mutaciones que se han
descrito, no siempre dan lugar a una alteracion con repercusion clinica. La deficiencia de la
PC en forma heterocigota se ha estimado en un 2 a 5% en pacientes con trombosisy en un
0,3-0,5% en poblacion control. La prevalencia en nuestro medio en pacientes con
trombosis venosa se estimo de un 3,19% en e Estudio EMET (Mateo et al., 1997).
Ademés se ha descrito que incrementa € riesgo de trombosis hasta 10 veces (Aiach et al.,
1997). La prevalencia de la deficiencia hereditaria tipo | de PC se ha estimado entreel 1y
el 9% en pacientes con trombofilia, y entre el 12 y €l 18% en pacientes seleccionados con
trombosis a edad joven, trombosis recurrente o historia familiar de trombosis (Miletich et
al., 1987). Ladeficienciade PC en forma homocigota o doble heterocigota es una situacion
muy poco frecuente y se asocia a una coagulopatia neonatal muy grave que cursa con
purpura fulminans: lesiones en la piel, ceguera, coagulacion intravascular diseminaday un
potencial dafio cerebral irreversible (Dhainaut et al., 2004).

En las familias con deficiencia en PC alrededor del 70 a 80% de los pacientes
sufren e primer episodio trombético a una edad media de 29 a 45 afios (Broekmans et al.,
1988, Mateo et al., 1997). El 60-70% de los pacientes heterozigotos habian sufrido una
trombosis venosa previamente a diagnéstico. De los datos del estudio de las familias
trombofilicas identificadas a partir del estudio EMET de trombosis venosa en poblacién
espanola, obtuvimos como resultado que d riesgo de trombosis en los familiares afectos
muestra un OR:12,6 para el déficit de proteina C (Mateo et al., 1998). La manifestacion
clinica més comun asociada a esta deficiencia es la TVP en las extremidades inferiores.
Otras manifestaciones clinicas frecuentes son e tromboembolismo pulmonar y la
tromboflebitis superficial. Menos frecuentes son la trombosis venosa cerebral y trombosis

dd ge esplenoportal, mesentéricas o renales Broekmans et al., 1988). También se ha
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publicado que entre el 6 y 8% de los pacientes con deficiencia en PC desarrollan trombosis
arteriales, pero siempre después de los 40 afios y en la mayoria de los casos siendo
precedida de trombosis venosa (Broekmans et al., 1988).

Los nifios recién nacidos con niveles indetectables de PC en plasma desarrollan
purpura fulminans, mientras que, cuando los niveles de PC en plasma son bgos, pero
detectables pueden presentarse trombosis venosas en la adolescencia o incluso antes
(Marlar et al., 1989).

2.3.3- Deficiencia de Proteina S

La PS es una glicoproteina vitamina K dependiente, que se sintetiza principalmente
en e higado, pero también en las células endoteliales, en los megacariocitos y en las
células testiculares de Leydig. La PS actla de cofactor de la PCa, en presencia de
fosfolipidos e iones de calcio, en la inactivacion de los factores FVay FVllla (Koedam et
al., 1988), probablemente para facilitar la formacion de un complgjo sustrato-enzima sobre
la superficie de membranas de fosfolipidicas plaguetarias. La PS desempefia pues, un papel
anticoagulante (ver apartado 1.8) y su deficiencia conduce a una predisposiciéon a padecer
trombosis venosa (Broekmans et al., 1985).

En sangre, un 40% de la PS circula en forma libre y un 60% formando un complejo
estequiométrico 1:1 con e C4b-BP (60%). Solamente la forma libre de la PS funciona
como cofactor de la PCa. La PS por st misma tiene actividad anticoagulante inhibiendo el
complgo tenase (FIXaFVIl1a) y e complgo protrombinasa (FXaFVa) y algunas de estas
reacciones son independientes de la presencia de C4b-BP (Koppelman et al., 1995).

El ADNc de la PS humana ha sido aislado y secuenciado ( Hoskins et al., 1987) v,
a partir de su secuencia, se ha extrapolado la secuencia de aminoécidos de la PS humana.
El tamaifio del mMRNA es aproximadamente de 3,5 a 4,0 kb, incluyendo 2 sefides de
poliadenilacion en € extremo 3' terminal. Se han identificado y secuenciado dos genes
altamente homaologos parala PS en el cromosoma 3 (Ploos van Amstel et al., 1990), el gen
que codificala PS, e PROS0 PSa que es e gen activo (contiene 15 exones) (Watkins et
al.,1988) y un pseudogen, el P, que tiene una longitud de 55 kb y una homologia con €l
PSa del 97% en la secuencia de los exones. Sin embargo, PS3 no se transcribe a carecer

de exén 1 y contener una larga variedad de mutaciones en su secuencia, incluyendo tres
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mutaciones de parada de sintesis proteica. Este pseudogen ha sido localizado a unos 4cM
del gen PROS (Ploos van Amstel et al, 1989).

La primera familia con deficiencia hereditaria en PS asociada a la enfermedad
tromboembdlica fue publicada por Schwarz en 1984 (Schwarz et al., 1984). Desde
entonces se han sido descrito numerosos casos (Compy Esmon 1984). La prevalencia de
deficiencia en PS en individuos sanos es desconocida, pero puede estimarse entre el 0,03 y
el 0,13% (tabla 2), mientras que en pacientes con historia trombética ha sido estimada
entre el 0,5-8% (Lane et al., 1996) (tabla 2). En el estudio EMET, realizado en poblacion
espanola, observamos una prevalencia de la deficiencia de PS en pacientes con trombosis
venosa del 7,27% (Mateo et al., 1997) y en el estudio familiar, a partir de este estudio
EMET, observamos que los pacientes con deficiencia de PS tipo 111 tenian 8,1 veces mas
riesgo de padecer trombosis venosa que los individuos normales (Mateo et al., 1998).

El riesgo de episodios tromboticos en pacientes con edad joven y con déficit de PS
esinferior a de ladeficienciade AT, igualdndose en edad avanzada (Rosendaal 1999). Las
manifestaciones clinicas son parecidas a las que se producen en las deficiencias de PC y
AT, aunque la presencia de trombosis arterial y cerebral son més frecuentes (Allart et al.,
1990; Coller et al.,1987). SOlo se han descrito unos pocos casos de deficiencia en
homocigosis, y se han asociado a una enfermedad trombética severay a purpura fulminans
neonatal (Mahasandana et al., 1990).

Existen varias propuestas de subclasificacion de la deficiencia de PS (Gandrille et
al., 1997; Comp 1990). Basandose en la cuantificacion antigénica de PS total y PS libre 'y
de la PS funcional en plasma, la deficiencia se clasifica como:

- Deficiencia de PS tipo I: donde los niveles de PS total, PS libre y PS funcional esta
reducidas.
- Deficiencia de PS Tipo Il: los niveles antigénicos de PS libre y PS total son
normales, pero la PS funciona tiene una actividad reducida
- Deficiencia de PS Tipo Il1: los niveles de PS total antigénica son normales pero se
encuentran niveles reducidos de PS libre antigénicay de PS funcional.
Se ha descrito que en una misma familia pueden coexistir 2 tipos de déficits (1 y 11)
(Zoller et al., 1995b), sugiriendo una base genética comin. Se han identificado y
recopilado en bases de datos tres tipos de mutaciones en los casos con deficiencia de PS

(Gandrille et al., 2000): las mutaciones que producen terminaciones de traduccion de

a1
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proteina prematuras (stop-codon), las que causan cambio en la pauta de lectura y las
grandes deleciones. La mayoria de estas mutaciones cosegregan en la familiay pueden ser
responsables de la deficiencia, aunque no se ha probado funcionalmente. En el 50-60% de
los pacientes con deficiencia hereditaria de PS estudiados no se encuentra ninglin defecto
genético (Gandrille et al. 1995). Este bajo porcentgje de deteccion podria ser debido a la
existencia de ateraciones en otros genes que estén determinando los niveles de PS
(Almasy et al., 2003).

2.3.4- Resistencia a la PC activada (RPCa)

El fenotipo de la resistencia hereditaria a la PC activada (RPCa) fue descrito por
(Dahlbéck et al., 1993) y se caracteriza por una disminucion a la accion anticoagulante del
sistema de la PC. En Dinamarca, la prevalencia de RPCa fue estimada en & 21% de los
pacientes que habian sufrido un episodio trombatico, sin ninguna seleccion previa (Koster
et al., 1993), y en arededor del 50% en pacientes seleccionados con historia personal o
familiar de trombosis (Dahlback et al., 1993). En la poblacién general, presuntamente
sana, se ha estimado una prevalencia del 5% (Koster et al., 1993). Estos datos son vaidos
para la poblacién nérdica, pero parecen ser inferiores en las poblaciones mediterraneas
(Simioni et al., 1994).

2.3.4.1.- FV Arg506GIn (Factor V Leiden)

El FV es una glicoproteina de cadena sencilla que se sintetiza en €l higado y en los
megacariocitos. En sangre circula como una glicoproteina de cadena sencilla La
organizacion de los dominios (A1-A2-B-A3-C1-C2) del FV es similar que la del FVIII
(Jenny et al., 1987). Mediante la activacion proteolitica de la trombina, € dominio B se
elimina, consiguiendo pasar a su forma activada (FVa), que esta formada por una cadena
pesada (A1-A2) y una cadena ligera (A3-C1-C2) las cuales permanecen unidas mediante
enlaces no covalentes e iones Ca?* (Rosingy Tans 1997).

El FV en su forma activa (FVa) actla como un cofactor del complego
protrombinasa (FXa, fosfolipidos y Ca?*). Findmente e FVa es inactivado por la
degradacion proteolitica de su cadena pesada mediante la PCay esta inactivacion es mas
eficiente en presencia de fosfolipidos y Ca?*. En primer lugar, se inactiva a romper la
unién en la Argb06 y seguidamente en la Arg306 y Arg679 (Kalafatis et al., 1994). La

&
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inactivacion del FVa mediante la PCay con la PS como cofactor de la reaccién, es un paso
importante de este sistema de inhibicion de la coagulacion (ver apartado 1.8).

En 1994, se identificd una mutacion puntual en € gen F5 como € defecto genético
que causaba e fenotipo de la resistencia a la proteina C activada RPCa) en la gran
mayoria de los individuos afectos ( Bertinaet al., 1994; Voorberg et al., 1994). Se trata de
una transicion de G>A del nucledtido 1691 en el exdn 10 del gen F5, que provoca un
cambio del aminoacido 506 de arginina (Arg) a glutamina (Gln). Esta mutacion se conoce
como Factor V Leiden (FVL). Este cambio en uno de los lugares de inactivacion del FVa
produce una molécula de FVa que muestra una resistencia a la accion de la PCa,
potenciando asi la capacidad procoagulante del FV (figura 1).

Esta mutacion esta presente entre un 2-5% en la poblacion general presuntamente
sana (Rees et al., 1995), en un 20% en pacientes con trombosis venosa consecutivos no
seleccionados y en un 50% en individuos seleccionados de familias con trombofilia
inexplicada (Griffin et al., 1993; Bertinaet al., 1994, Lane et al., 1996). Esta prevalencia
era 10 veces mas dta que la de los demas factores de riesgo genéticos conocidos
(deficiencias en PC, PS y AT) hasta ese momento y la convertian en la causa de
trombofilia familiar més frecuente. Los datos disponibles en la actualidad estiman que la
heterocigosidad para € FVL aumenta €l riesgo de padecer trombosis entre 3 y 8 veces
(Koster et al., 1993) y gque en estado homocigoto incrementa el riesgo entre 50 y 100 veces
( Rosendaal et al., 1995). Se ha descrito que un 10-20% de los casos con € fenotipo de
RPCa no presentan la mutacion FVL, por lo que se intuye la presencia de otros defectos
genéticos subyacentes (Koster et al., 1995).

Aungue aln no existe una casuistica bien definida sobre la clinica asociada a la
RPCa, la ausencia de trombosis en la mayoria de los heterozigotos y en algunos
homozigotos para la mutacion FVL indican que € riesgo trombético asociado ala RPCa es
inferior que el asociado a las deficiencias plasmaticas en PC, PS o AT. Sin embargo,
cuando la RPCa estd en combinacion con alguna de ellas €l riesgo trombético es superior
al asociado a estas deficiencias por separado (Koeleman et al., 1994; Zdller et al., 1995).

La localizacién de la trombosis venosa que presentan |os portadores del FVL no se
limita a las extremidades inferiores sino que también se presenta, en algunos casos, una

trombosis venosa cerebral Martinelli et al., 1996). Ademas, hay evidencias que los
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individuos portadores del FVL presentan una menor tendencia a padecer tromboembolismo
pulmonar aislado (Desmarais et al., 1996).

2.3.4.2- Otras mutaciones descritas en el gen del F5 asociadas a la RPCa.

Como hemos explicado anteriormente, algunos pacientes muestran €l fenotipo de la
RPCa en ausencia de la mutacién FVL, sin embargo se desconoce la prevaencia de estos
casos. En 1998 se publicaron dos trabajos (Chan et al., 1998; Williamsom et al., 1998) que
describian la presencia de dos mutaciones en € exdn 7 gen F5, que implicaban otros
lugares donde la PCa desactiva el FVa. En ambos casos resultaban en una sustitucion del
aminoécido Arg 306, en uno e cambio descrito eraa Thr (G1091C) y en € otro a Gly
(A1090G) (Chan et al., 1998; Williamsom et al., 1998). El caso de Arg306Thr,
denominada Factor V Cambridge, se describié en individuos de una familia con
trombofilia hereditariay con e fenotipo de RPCa (Williamson et al., 1998). Sin embargo
la Arg306Gly presentaba una prevalencia del 4,7% en poblacion general de Hong Kong.
Ademas, no siempre se encontraba asociada al fenotipo RPCa (Chan et al., 1998).

También se han descrito otros estudios donde se analizaron polimorfismos en €l
gen F5 para investigar otras causas responsables del fenotipo de la RPCa.. En concreto, se
ha descrito un haplotipo denominado HR2, formado por 6 polimorfismos en el exén 13 del
gen F5 y una variacién en la secuencia del exdn 16, que podrian estar implicados en el
fenotipo de la RPCa Bernardi et al., 1997). La presencia de este haplotipo se encontré
incrementada en aquellos pacientes heterocigotos para € FVL y que mostraban una RPCa
severa, y mas frecuentemente en pacientes con RPCa en ausencia de la mutacion FVL
(Bernardi et al., 1997). Este haplotipo HR2 también ha sido asociado con la variabilidad de
los niveles de plasma del FV (Lunghi et al., 1996), y con un incremento en el riesgo a

padecer trombosis venosa (Alhenc-Gelas et al., 1999).

2.3.4.3. Implicaciones de otros genes en e fenotipo RPCa.

El fenotipo de la RPCa podria ser debido en teoria a mutaciones en lugares criticos
del gen F8, sin embargo no se han identificado mutaciones en este gen en pacientes con
RPCa (Laney Grant 2000). Recientemente, Soria et al. (Soria et al., 2003) han descrito un
nuevo QTL en una region en e cromosoma 18, que influye pleiotropicamente sobre €l

fenotipo RPCa y la actividad del FVIII y su relacion con la susceptibilidad a padecer
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trombosis venosa. En este QTL no existe ninguin gen candidato conocido hasta é momento
relacionado con la trombosis. Por €llo, este locus parece representar un nuevo factor de

riesgo trombdtico.

2.3.5-Mutacion PT20210A

En 1996 Poort et al. (Poort et al., 1996) publicaron una substitucion G> A, en el
nucledtido 20210 en laregion 3'-no traducible del gen de la protrombina (PT20210A), que
mostraba asociacion con la trombosis venosa. El 18% de los pacientes analizados presentd
una prevalencia méas elevada del alelo 20210A de esta variante genética comparado con €l
1% en & grupo de controles sanos. De este modo la presencia de esta mutacion mostraba
un incremento de riesgo de casi 3 veces superior de padecer trombosis venosa (Poort et al.,
1996). Estos resultados se han corroborado por otros estudios posteriores (Rosendaa et al.,
1998; Brown et al., 1997; Souto et al., 1998).

El mecanismo por € cua esta mutacién incrementa el riesgo tromba6tico no es bien
conocido aunque se ha demostrado una asociacion entre esta mutacion y el incremento de
niveles de protrombina en plasma (Souto et al., 1999). La hipétesis més aceptada hace
referencia a un posible incremento de la eficiencia de poliadenilacion del ARN mensgjero
transcrito (Poort et al., 1996; Ceelie et al., 2004).

En generd, las manifestaciones clinicas también son parecidas a las descritas en las
deficiencias de PC, PS 0 AT y en portadores de FVL. Aunque aln no existe una casuistica
bien definida sobre la clinica asociada a esta mutacion, como en e caso del FVL, la
ausencia de trombosis en la mayoria de los heterocigotos y en algunos homocigotos (Souto
et al. 1999) indican que € riesgo trombdtico asociado a la PT20210A es inferior que €
asociado alas deficiencias plasméticas en PC, PS o AT, incluso que ala mutacion FVL.

Se ha publicado una interaccion de la mutacién PT20210A con la mutacion FVL en
un estudio retrospectivo de 112 pacientes con FVL comparado con 17 pacientes con ambas
mutaciones. En este estudio se observo que € riesgo de trombosis recurrente después de un
primer episodio era superior (OR 2,6; IC 95%: 1,3 a 5,1) en aquellos pacientes portadores
de ambas mutaciones (De Stefano et al., 1999).

La mutacion de la PT20210A esta también asociada a un incremento del riesgo

trombatico en aquellas pacientes que utilizan anticoceptivos orales (AO), y este riesgo se
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multiplica s ademés presentan ambas mutaciones, FVL y PT20210A Martinelli et al.,
1999; Santamaria et al., 2001).

2.3.6-Polimorfismo Val34L eu del gen del FXI11

El polimorfismo Va34Leu del gen del FXIII se encuentra situado en la zona que
traduce parael péptido de activacion del FXI1I de la coagulacion (Arg37 y la Gly 38). Este
polimorfismo es relativamente comun, con una frecuencia alélica alrededor del 25-30% en
la poblacion general (Attie-Castro et al., 2000). Aunque el cambio de vainaa leucina es un
cambio relativamente conservador, este polimorfismo Va34 Leu tiene un efecto
significativo en la funcién del FXII1 (Ariéns et al., 2002). La activacion del FXIII en los
portadores del alelo Leu34 mediante la accion de la trombina sucede mas rapidamente que
en la variante Val34. El mecanismo por €l cua se acelera esta activacion por trombina no
se conoce del todo, sin embargo varios estudios han sugerido que los posibles cambios
conformacionales podrian jugar un papel importante (Ariéns et al., 2002). Los coagulos de
fibrina formados en presencia de Leu34 muestran fibras mas finas y con caracteristicas de
permeabilidad alteradas cuando se compara con la estructura de coagulos de fibrina
formados en presencia de la variante alélica VVal 34. Hasta e momento 6 estudios tipo caso-
control han investigado la relacién entre el FXI11 Va34Leu y la trombosis venosa (Ariéns
et al., 2002). Tres han mostrado un papel protector a padecer trombosis venosa en
pacientes portadores del polimorfismo Va34Leu, mientras que en los otros 3 no se ha
encontrado asociacion. Dos estudios han analizado la posible interaccion entre FXIII
Va34lLeuy e FVL, pero ninguno ha encontrado resultados significativos. Estos resultados
contradictorios, podrian estar indicando que la relacion entre este polimorfismo Val34Leu
y la trombosis venosa puede ser complga, y que harian fata estudios con un mayor
nimero de casos y controles que tengan en cuenta otros factores genéticos o ambientales
involucrados en la patogenia de la enfermedad (Ariéns et al., 2002).

2.3.7-Grupos sanguineos no-O.

Desde los afios 60 y principios de los 70, varios estudios han evidenciado la
relacion entre e grupo sanguineo del sistema ABO y e riesgo de enfermedad
cardiovascular (Medalie et al., 1971; Meade et al., 1994). Esta relacion se ha establecido a

través de la asociacion observada entre €l grupo ABO vy los niveles de FVIII (Orstanik et
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al., 1985; Mansvelt et al., 1998) por una parte, y los niveles de VWF por otra (Kamphuisen
et al., 1998), ya que los niveles de estas proteinas estéan claramente relacionados con el
riesgo cardiovascular (Koster et al., 1995).

No disponemos de datos sobre la prevalencia de los diferentes grupos sanguineos
en pacientes con trombosis, ni existe una casuistica bien definida sobre la clinica asociada
a ellos. Sin embargo, recientemente, se ha demostrado por primera vez una implicacion
genética directa entre el grupo sanguineo del sistema ABO vy € riesgo a sufrir episodios
trombéticos (Souto et al., 2000c) muy probablemente por su efecto como determinante
genético de los niveles plasméticos de VWF y FVIII. Altas concentraciones de FVIII han
sido relacionadas con un incremento del riesgo de trombosis Koster et al., 1995) y la
concentracion de FVIII esta determinada en parte por e grupo sanguineo, lo que se
evidencia por la relacion entre los grupos no-O y €l riesgo de trombosis Koster et al.,
1995, Jick et al., 1969).

2.3.8- Incremento delos niveles de factor es de la coagulacion.
2.3.8.1- Niveleselevadosde FVIII.

El FVIII es un importante cofactor en la activacion del FX por e complejo tenase
(FVIllalFIXa). Los niveles elevados de FVIII podrian ser potencialmente protrombéticos
por producir un incremento de estabilidad del complejo tenase o por conferir una cierta
RPCa (Mannucci et al., 1999). Asi, los niveles elevados de FVIII se han asociado a la
trombosis venosa (Koster et al., 1995). Niveles superiores a 150 Ul/dl se asocian a un
incremento del riesgo de padecer trombosis, con una OR:4,8 (95% IC: 2,3 a 10) y su
prevalencia en la poblacién general es de un 11% y en los pacientes con trombofilia de un
25% (Koster et al., 1995) (tabla 2). La asociacion entre los niveles de FVIII y la trombosis
venosa se ha confirmado en varios estudios posteriores (Kraaijenhagen et al., 2000;
O'Donell et al., 1997,; Kamphuisen et al.,1999).

Se ha observado que los niveles elevados de FV1II persisten alo largo del tiempo, y
son independientes de la fase aguda de la enfermedad tromboembdlica (O’ Donell et al.;
2000, Kamphuisen et al., 1999). Sin embargo hasta é momento no esta definido e valor
de punto de corte critico de los niveles plasméticos de FVII1 a partir del cual se incrementa

el riesgo a padecer trombosis.
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Actualmente, se acepta que existe una clara base genética que determinalos niveles
de FVIII (Kamphuisen et al., 1998; Schambeck et al., 2001) con una heredabilidad del
40%, es decir, que € efecto de los genes explica el 40% de la variancia de los niveles de
FVI1II (Souto et al., 2000c).

Como hemos explicado en € apartado anterior los niveles de FVIII varian en parte
en funcién del tipo de grupo sanguineo (ABO) (Orstavik et al., 1985; Souto et al., 2000).
Sin embargo, la variabilidad total de los niveles de FVI1I no se explica solamente sobre la
base del grupo sanguineo. Recientemente se ha identificado otro locus en el cromosoma 18
que influye a la vez en la variacion normal del FVIII y en la susceptibilidad a la trombosis
(Soriaet al., 2003)

2.3.8.2 Niveleselevadosde FI X, FXI y fibrinégeno.

También se ha descrito que niveles atos tanto de FXI como de Factor IX (ambos
por encima del percentil 90) se asocian a un incremento entre 2-3 veces de riesgo
trombético Meijers et al., 2000; van Hylckama et al., 2000). Los niveles elevados de
fibrinégeno también se asocian a un incremento de riesgo trombético (Rosendaal 1999),
pero son necesarios estudios adicionales para definir exactamente la prevalencia y la
significacion clinica de este factor de riesgo cardiovascular. Dada la clara implicacion de
los niveles de los factores de la coagulacion en e aumento de riesgo trombético, la
identificacion de los factores genéticos que determinan estos niveles constituye una de las

grandes lineas de investigacién en e campo de la enfermedad tromboembdlica.

2.3.9- Hiperhomocisteinemia.

La hiperhomocisteinemia (elevacion anormal en plasma de la concentracion de
homocisteind) es un factor de riesgo de tromboembolismo venoso, ya que aumenta €l
riesgo de padecer esta enfermedad entre 2-4 veces (Makris 2000; Den Heijer et al., 1996).
Se han identificado algunas causas adquiridas de hiperhomocisteinemia, entre ellas, las
deficiencias de vitamina B2, Bs 0 &cido fdlico, la edad avanzada, la insuficiencia renal
cronica, € consumo de tabaco y € uso de drogas antifdlico.

También se ha relacionado la hiperhomocisteinemia con defectos genéticos en
enzimas que afectan a las vias del metabolismo de la homocisteina como son la

transulfuracion y la remetilacién (Boushey et al., 1995). Uno de estos defectos genéticos
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afecta a la cistationina R-sintetasa (CBS) donde se ha descrito como el defecto en
homocigosis produce una hiperhomocisteinemia intensa, que se asocia tanto al
tromboembolismo venoso como a la enfermedad vascular arterial en edades tempranas de
lavida (Mudd et al.,1995).

Otro de estos factores genéticos asociado a hiperhomocisteinemia es la mutacion
C677T en e gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (rosst et al.,
1995). Esta mutacion genera una variante termolabil de esta enzima implicada en e
metabolismo de la homocisteina y produciendo asi incremento de sus niveles en plasma.
Este tipo de hiperhomocisteinemia aparece especialmente en conjuncion con un déficit de
folato. Este polimorfismo fue descrito inicialmente por Kang et al. (Kang et al., 1991)
como un factor de riesgo independiente de la enfermedad coronaria arterial. También se ha
descrito como los pacientes homocigotos para esta mutacion presentan un incremento de
riesgo a la trombosis venosa. Sin embargo, en un estudio global de metandlisis donde se
analizaron los resultados obtenidos por varios estudios, no se ha podido confirmar que la
mutacion C677T produzca realmente un aumento de riesgo a tromboembolismo venoso
(Brattstrom et al., 1998). Por consiguiente su verdadera implicacion como factor genético
de riesgo trombodtico independiente actual mente es controvertida (De Stefano et al., 2000).

Recientemente, se ha estimado que la heredabilidad de los niveles de homocisteina
en poblacion espafiola es de un 24%, lo cual demuestra la existencia de una base atribuible
a factores genéticos (Souto et al., 2000b). También se ha demostrado que los niveles de
homocisteina en plasma tienen una ata correlacién genética con la trombosis (Souto et al.,
20004). Estos datos implican que existen factores genéticos que de forma conjunta estan
influyendo en los niveles de homocisteina y en € riesgo de padecer accidentes
tromboaticos.

2.3.10- Otros factores potenciales de trombofilia hereditaria.

Aparte de los factores e inhibidores de la coagulacion sanguinea anteriormente
expuestos, otros factores de la coagulacion o del sistema fibrinolitico pueden estar
implicados en la predisposicion a desarrollar trombosis. En este sentido se han descrito
pacientes con hipo y displasminogenemias asociadas a historia de trombosis venosas

recurrentes, pero en sus familias existe un porcentaje muy bajo de miembros sintomaticos
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portadores del defecto (Dolan et al., 1998). Ademas, |a prevalencia de este tipo de defectos
se ha estimado en menos de un 3% en pacientes con trombofilia familiar y se ha sugerido
gue seria un factor de riesgo muy débil para el desarrollo de trombosis (Dolan et al., 1988).
Defectos en otros componentes fibrinoliticos como el t-PA y niveles altos del PAI-1
pueden ser potencialmente asociados a trombosis, aungque por la gran variabilidad de los
niveles individuales y por los inconvenientes metodoldgicos para poder cuantificar la
actividad de estos componentes, es muy dificil establecer su implicacion en la enfermedad
(Angleton et al., 1989; Chandler et al., 1990).

Otros factores como los niveles elevados de FV o de factor tisular, la deficiencia de
trombomoduling, del TFPI o de precalicreina podrian tedricamente aumentar el riesgo de
padecer trombosis (Franco et al., 2001b).

Desde @ punto de vista genético son muchos los polimorfismos ubicados en
diferentes genes candidatos (la mayoria de los que codifican las proteinas anteriormente
citadas) que estan siendo sometidos a estudios de asociacién para determinar su
implicacién en la enfermedad tromboembodlica. Destacariamos la insercion de 23 pares de
bases en e exén 3 del gen del receptor endotelial de la PC (EPCR) y diversos
polimorfismos en los genes que codifican para receptores plaguetares (Corral et al., 1999).
La verdadera participacion de estos polimorfismos en la patologia tromboembdlica esta por
demostrar o es controvertida debido a la descripcién de resultados contradictorios (Lane y
Grant 2000).

A la larga lista de potenciales factores genéticos implicados en la enfermedad
tromboembdlica se ha afadido recientemente € inhibidor de la fibrinolisis activable por
trombina (TAFI). Se han descrito varios polimorfismos en e gen que codifica este potente
inhibidor de la fibrinolisis que por su efecto sobre los niveles de TAFI en sangre podrian

modular el riesgo de trombosis (Franco et al., 2001).

2.4- Prevalencia de los factores deriesgo de trombosis venosa

El impacto de un factor de riesgo esta en funcién de su prevalencia en la poblacién
estudiada y del riesgo relativo que suponga ese factor de riesgo para la enfermedad en
estudio. En la Tabla 2 se muestran la prevalencia de varios factores de riesgo en la
poblacién general y en pacientes con trombofilia (Rosendaal 1997; Tait et al., 1995; Tait et
al., 1994; Rosendaal et al., 1995).
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Las deficiencias de PC, PSy AT son poco frecuentes, y en su conjunto todas estas
deficiencias incrementan el riesgo de trombosis sobre unas 10 veces (Lane et al., 1996).
Sin embargo, aunque la prevalencia de estas deficiencias sea baja presentan un elevado
riesgo de trombosis venosa (tabla 3). Asi los portadores heterocigotos para una deficiencia
en AT tienen un alto riesgo de desarrollar trombosis, €l cual se incrementa con la edad. El
50% de los pacientes portadores son sintomaticos a los 24 afios, que es la mediana de edad
de presentacion del primer episodio trombético (tabla 3). El porcentgje de pacientes que
presentan clinica trombdtica a una edad inferior a los 24 afios va disminuyendo a 40%,
15% y hasta un 5% en los casos de deficiencia de PS, PC y RPCa respectivamente (tabla 3)
demostrandose asi que e fenotipo RPCa es un factor de riesgo més débil que los
anteriores.

Los cuatro defectos que han sido descritos asociados a trombosis venosa que
resultan méas comunes en la poblacion general son: la RPCa (FVL), PT20210A, niveles
elevados de FVII1, y la hiperhomocisteinemia (tabla 2).

En e caso de la mutacién FVL, la prevalencia, tal como se ha descrito, varia en
funcién de las diferencias en la distribucion geogréfica resultando més elevada (15%) en €l
norte y en el centro de Europa. La prevalencia de la mutacion PT20210A en la poblacion
genera también varia en funcion del area geogréfica entre un 2-6%, con una prevaencia
més altaen e sur que en el norte de Europa (Souto et al., 1998; Rosendaal et al., 1998).

En e caso de los niveles elevados de FVIII tal como se ha observado en los
diferentes estudios mostrados en €l apartado 2.3.8 dependera del punto de corte que se
haya aplicado en el andlisis, asi niveles de FVIII superiores a 150 Ul/dl estan asociados
con un incremento de casi 5 veces més riesgo a padecer trombosis venosa (Koster et al.,
1995). De manera similar los niveles de homocisteina dependeran del punto de corte de
cada poblacion estudiada, asi se ha descrito como valores superiores a 18 umol/L se
encuentran en un 5% de la poblacion general en Holanda, y un 10% en poblacion italianay
representa un aumento riesgo de 2,5 veces més de padecer trombosis (Simioni et al., 1996;
Den Heljer et al., 1996).
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Tabla 2. Prevalencia (%) de los diferentes factores de riesgo tromboembdlico. *Niveles de
FVII1 = 1501U/dI; ®Niveles de FIX > percentil 90; *Niveles de FXI > percentil 90.

Factor deriesgo Referencia*  Poblacion General Pacientes con trombofilia
Deficiencia AT a 0,02 1-3

Deficiencia PC a 0,1-0,5 3-5

Deficiencia PS a 0,03-0,13 0,5-8

Factor V Leiden b. 1-5 10-50

PT21210A C 2-6 6-18
Hiperhomocisteinemia |d 5 10

Nivelesaltosde FVIII * |e 11 25

Nivelesaltosde FIX?  |f. 3 7,5

Nivelesaltosde FXI1®  |g 10 19

*Datos basados en: a Rosendaal 1997; Tait et al., 1995; Tait et al., 1994; Miletich et al.,
1987;b: Lane et al., 1996; Rees et al., 1995; Koster et al., 1993; c: Poort et al., 1996;
Rosendaal et al., 1998; Souto et al. 1998 d: Simioni et al., 1996, Den Heijer et al., 1996; e
Koster et al., 1995 ; f: van Hylckamaet al., 2000; g: Meijers et al., 2000.

Tabla 3. Porcentaje de pacientes con deficiencias hereditarias asociadas a trombosis
venosa, que han sufrido un primer episodio trombotico antes de los 15, 24 y 50 afios.

Deficiencia en Riesgo del primer episodio trombatico (%)*
>15 afios >24 anos >50 anos
Antitrombina 10 50 85
Proteina S 1 40 80
Proteina C 1 15 50-80
RPCa 1 5 25

* Datos basados en Thaler et al., 1981; Hirsh et al., 1989; Engesser et al., 1987,
Broekmans et al., 1988; Allaart et al., 1993; De Stefano et al., 1994a; Dahlbéck 1995a.
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3. Méodos de estudio de la trombofilia.

Actualmente, la trombofilia hereditaria se considera una enfermedad complga
causada por la interaccion de multiples genes entre si (epistasis) y de estos genes con
factores ambientales (Rosendaal et al., 1999; Bertina 2001). Estas interacciones
determinaran en cada individuo € grado de susceptibilidad a la trombosis, como la
predisposicion de cada individuo a padecer la enfermedad (Rosendaal et al., 1999, Bovill
et al., 1999).

Sin embargo y pese a los grandes esfuerzos invertidos en la Ultima década en el
estudio de la enfermedad trombdtica, nuestros conocimientos sobre la base molecular de
esta patologia son escasos, més s se tiene en cuenta que € 60% (heredabilidad de 0,6) de
la predisposicion alatrombosis es atribuible a factores genéticos (Souto et al., 2000a, Heit
et al., 2004). Durante los ultimos 35 afios algunos de estos factores de riesgo genéticos han
sido identificados en familias de pacientes con trombofilia portadores de deficiencias de
AT, PC, PS 0 RPCa, asociado a la mutacion FVL (Egerberg 1965; Comp y Esmon 1984,
Dahlbéack et al., 1993; Bertina et al., 1994). Mas recientemente, la variante alélica en el
gen de la protrombina PT20210A y € los grupos sanguineos no-O también se han asociado
alatrombosis venosa (Jick et al.,1969; Poort et al., 1996; Souto et al., 2000).

Los factores genéticos de riesgo trombético conocidos sdlo se han identificado, en
el megor de los casos y dependiendo de la poblacion estudiada, en e 60% de las familias
con trombosis hereditaria (Mateo et al., 1998). El gran reto en la actualidad es la
identificacion de los factores genéticos de riesgo trombético en €l 40% de las familias
restantes, portadoras de trombofilia inexplicada o idiopatica, que no presentan ninguno de
los factores conocidos asociados a enfermedad tromboembdlica. Ademés teniendo en
cuenta que la trombofilia familiar es una enfermedad oligogénica (Miletich et al., 1993;
Koeleman et al.,1994; Zoller et al. 1995; van Boven et al., 1996; Koeleman et al, 1997,) la
mayoria de los factores genéticos que pueden contribuir a riesgo de la trombosis venosa
son aun desconocidos.

Asi uno de los objetivos actuales es localizar 1os factores genéticos responsables de
la variacion de rasgos complejos de importancia médica, y determinar su contribucion al

riesgo de padecer la enfermedad en diferentes ambientes.
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La estrategia utilizada para abordar € andlisis de las causas genéticas implicadas en
la enfermedad tromboembdlica incluyen los estudios de asociacion y los estudios de

ligamiento genético.

3.1 Estudios de asociacion.
3.1.1. Estudios caso-control.

Una de las metodologias més empleadas para abordar € estudio de la enfermedad
tromboembdlica se ha basado en estudios de asociacién caso-control, que investigan la
presencia de factores genéticos o factores fenotipicos de riesgo comparando individuos
sanos (controles) con pacientes (casos) no emparentados entre ellos. En este tipo de estudio
se analiza s un factor de riesgo es més frecuente en los casos que en los controles. Si en el
andlisis se obtiene una asociacion estadisticamente significativa, se concluye que la
enfermedad se asocia a factor de riesgo bajo estudio.

En los estudios de asociacion genética se busca esenciamente correlaciones entre
el fenotipo y genotipo (Almasy y MacCluer 2002). El fenotipo puede ser la presencia o
ausencia de la enfermedad, como la trombosis venosa y € genotipo es generalmente
vaorado mediante algun tipo de marcador polimérfico. Los marcadores genéticos mas
utilizados son los polimorfismos puntuales o SNP que implica e cambio de un solo
nucledtido (base) de la secuencia del ADN. Un marcador se denomina polimérfico y puede
referirse como polimorfismo, s la frecuencia de la variante menos frecuente es mayor al
1%. En & andisis de asociacion se andliza la frecuencia de cada alelo del marcador
polimorfico en los dos grupos de individuos no relacionados. Un grupo, € de los casos,
que presenta la enfermedad en cuestion y € otro grupo, los controles que no la presenta. La
asociacion existe cuando la frecuencia aélica difiere significativamente entre casos y
controles. Para evitar falsas asociaciones, es importante que los grupos (casos 'y controles)
sean o mas similares posible y genéticamente homogéneos (no estratificados) para evitar
posibles factores correlacionados con el fenotipo que puedan inducir a confusion. Asi, los
dos grupos deben provenir de la misma area geogréficay han de mostrar factores similares
tales como, laedad y € sexo.

Hay tres razones por las cuales se podria observar una asociacion positiva, entre un
marcador y un fenotipo (Almasy y MacCluer 2002). En primer lugar, es posible que la

relacion sea debida a que € marcador genético sea por si mismo funcional. Esto implicaria
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gue los diferentes alelos marcarian cambios en la transcripcion del ADN a ARN, afectando
el proceso de estabilidad del ARN, de la proteina 0 a cambios en la estructura de la
proteina. Una segunda opcién es que € marcador genético no sea funcional por s mismo,
pero que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos que son
realmente los funcionales. Finalmente, es posible que la presencia de asociacion sea debida
a la edratificacion de la poblacion cuando se utilizan individuos genéticamente
heterogeneos, generando errores tipo | (falsos positivos). La estratificacion de la poblacion
se refiere a caso en e que las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos pueden
diferir en los diferentes grupos étnicos (heterogeneidad genética), a veces de manera
significativa. Ademés, desde €l punto de vista estadistico, también presentan problemas de
exceso de falsos positivos cuando se analizan simultaneamente multiples polimorfismos
sin utilizar los factores correctores necesarios en los andlisis (Gambaro et al., 2000;
Almasy y Mc Cluer 2003).

Teniendo en cuenta estos problemas que pueden presentar los estudios de
asociacion, se deberia tomar precauciones en las conclusiones generadas a partir de este
tipo de estudios. Ademas, en los estudios de asociacion es muy importante disefiar bien el
estudio y tener en cuenta una serie de factores de guste en los andlisis para evitar posibles
sesgos del estudio. Las poblaciones caso-control han de ser seleccionadas de manera
rigurosa, la metodologia ha de ser precisa, los valores de probabilidad han de ser
suficientes para poder excluir un falso positivo, y se han de anaizar los posibles factores
gue puedan inducir a confusién llevando a cabo los agjustes necesarios por multiples
meétodos estadisticos. Por otro lado, si los diferentes alelos del marcador genético analizado
generan cambios en la estructura de los aminoéacidos de la proteina o s se han identificado
en estudios in vitro previos que existen diferencias, por eemplo, de estabilidad,
localizacion, unidn, o niveles de transcripcion de los productos de cada uno de los
diferentes alelos, entonces se podria tratar de un caso en € que € marcador genético es
funcional y directamente esta influyendo en e fenotipo (Almasy y Mac Cluer 2002).

Hay que tener en cuenta que una asociacion negativa tampoco excluye que € gen
estudiado este implicado en € riego de padecer la enfermedad. Simplemente indica que €l
marcador genético que se ha utilizado en e andlisis no esta suficientemente ligado a que
realmente es funciona y causa el riesgo (Weiss 1993, Rao y Province 2001).
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Los estudios de asociacion representan una herramienta indispensable para €
andlisis de las enfermedades complejas como la trombofilia y complementaria a los
estudios de ligamiento genético. En términos generales, los métodos de ligamiento
genéticos son buenos para localizar nuevos marcadores genéticos y los métodos de
asociacion para analizar 1os marcadores conocidos y correlacionarlos con la enfermedad,
asi como, poder analizar € riesgo que implica ese marcador en la poblacion del estudio. Es
pues esencial saber cuando utilizar un determinado disefio de estudio y cémo debe
aplicarse cada método.

Recientemente se han descrito dos trabajos, una editoria de la revista cientifica
Nature Genetics (Editorial Nature Genetics, 1999) y otro trabajo por Cooper et al. (Cooper
et al., 2002) en los que se proponen las caracteristicas ideales que deberian tener los
estudios de asociacion genéticos. un tamafio de muestra grande, los valores de
significacion estadistica pequefios (valores P), resaltar las asociaciones que tengan un
sentido bioldgico y los aelos que afecten a producto del gen en una via con un sentido
fisolégico. Ademés, estos estudios deberian incluir un estudio inicial como una
replicacion independiente, la asociacion deberia ser observada tanto en estudios familiares
como en estudios basados en la poblacion y € riesgo (OR) atribuible deberia de ser
elevado.

3.1.2. Estudios de asociacion en familias con trombofilia.

La enfermedad tromboembdlica es una enfermedad multifactorial y compleja,
donde, a menos, dos defectos genéticos distintos podrian segregar en una familia con
trombofilia. Cuando se conoce un defecto genético en una familia esta puede ofrecer una
gran oportunidad para encontrar un segundo defecto Bovill et al., 2000; Hasstedt et al.,
1998).

Se han descrito varios estudios de asociacion en familias con trombofilia en las
cuales se ha identificado un defecto genético conocido (PC, PS, etc) y se han comparado
mediante curvas de supervivencia libre de trombosis (andlisis de Kaplan-Meier), (Kaplan y
Meier 1958) alos portadores y no portadores del defecto (Koeleman et al., 1997). Entre las
familias con una clara tendencia a la trombosis, la prevalencia de defectos trombogénicos
es mucho mas elevada que entre pacientes con trombosis no seleccionados, consecutivos

(pacientes con trombosis que acuden consecutivamente al hospital). Asi, en familias con
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trombofilia se observa una prevalencia del 15% de PC, PSy AT y del 20% de PT20210A y
de un 40-60% para € FVL, cifras mucho mayores a las encontradas en individuos
consecutivos. Ademas, € riesgo de padecer trombosis venosa en miembros de estas
familias con trombofilia es més elevado que entre individuos consecutivos con defectos
similares (Miletich et al.,1987; Bertinaet al., 1994). Se ha observado que la media de edad
de la primera trombosis en pacientes de familias con trombofilia es més temprana que en
pacientes consecutivos con trombosis, independientemente del defecto causante. Hay que
remarcar que en estas familias con trombofilia la trombosis sucede a una edad més joven
incluso en familiares que no padecen el defecto principal identificado en su familia. Todas
estas observaciones demostraron que en estas familias habia varios factores genéticos
causantes de la enfermedad. Cuando en 1994 se describié e FVL y se andiz0 dicha
alteracion en familias con déficit de PC se observé que era bastante frecuente. El riesgo de
trombosis era mucho mas elevado en los miembros de las familias portadores de los dos
defectos (déficit de PC y mutacion FVL), que en aguellos que solo existia uno de los
defectos, déficit de PC o FVL (Koeleman et al., 1994). A partir de este trabajo se evidencio
que €l riesgo de trombosis asociado a déficit de la PC estaba sobrestimado, ya que parte de
este exceso de riesgo era atribuible ala mutacion FVL, en un principio desconocida.

Por consiguiente, los estudios de asociacion en este tipo de familias con trombofilia
que ya presentan un factor de riesgo conocido, son Utiles para poder andlizar las diferentes
interacciones gen-gen, que pueden existir en esta enfermedad compleja, ya que se puede
analizar € riesgo que estas interacciones representan pues en ocasiones se generan

sinergismos de factores de riesgo tromboembdlico.

3.2 Estudios de ligamiento genético.

Los andlisis de ligamiento genético permiten demostrar la cosegregacion dentro de
una familia de una enfermedad y las variantes genéticas responsables, es decir, establece
relaciones de causa-efecto. Existen diferentes disefios para este tipo de andlisis familiares:
estudio de gemelos, pares de hermanos, pequefios nucleos familiares o familias extensas.
Es importante tener en cuenta que cualquiera de estos disefios experimentales también
permite realizar andlisis de asociacion. Sin embargo, los estudios familiares, a diferencia
de los estudios de asociacion (ver apartado 3.1), son los Unicos que permiten detectar genes

desconocidos causantes de la enfermedad (Blangero et al., 2003).
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La base de estos métodos descarsa en |la genética de rasgos cuantitativos que estan
correlacionados con € riesgo de sufrir la enfermedad, analizados en familias. En estos
estudios, los efectos genéticos se cuantifican en términos de heredabilidad (If). La
heredabilidad de un fenotipo se define como la proporcion de variacion de ese fenotipo
atribuible exclusivamente al efecto de los genes. La estimacion de la If es un paso previo
indispensable antes de intentar la localizacion de los genes, puesto que s e fenotipo no
tiene I? o bien su i* es muy pequefia (por gemplo inferior a 10%), no tiene sentido
préctico la blsqueda de genes, ya que su variabilidad estara condicionada por factores no
genéticos (ambientales). En el campo de la trombofilia se han publicado heredabilidades de
muchos pardmetros de la hemostasia y de la fibrinolisis (Souto et al., 2000b; de Lange et
al., 2001; Tosetto et al., 2000).

Una vez demostrado que un fenotipo (la enfermedad, o un fenotipo asociado a la
enfermedad) es heredable, el siguiente paso es localizar las regiones cromosomicas (loci)
gue contienen genes que influyen en la variabilidad de ese fenotipo, cada uno de estos loci
se conoce como QTL (quantitative trait locus, o locus de rasgo cuantitativo). La
localizacion de los QTLs se consigue mediante €l andlisis de ligamiento genético. Existen
diferentes estrategias estadisticas para redizar este tipo de andisis, pero uno de los més
informativos esta basado en |os componentes de la variancia (variance-components linkage
analyses) en familias extensas Almasy y Blangero 1998). La herramienta mateméatica
basica para €l andlisis de estos fenotipos intermediarios (asociados a la enfermedad) es €l
andlisis de la variancia, que permite separar €l efecto debido a los factores genéticos del
efecto causado por los factores ambientales, que influyen en e fenotipo cuantitativo y en la
enfermedad complgja bajo estudio. La idea general es que los familiares que se asemejen
més en un determinado fenotipo (por gemplo, niveles de FVIII) deben compartir mas
alelos en los marcadores arededor del gen que esta influyendo ese fenotipo, mientras que
otros familiares que sean més dispares para ese fenotipo no serén portadores de aelos
idénticos.

En la deteccién, localizacion e identificacion de QTLs implicados en las
enfermedades complegjas se sigue una rutina especifica, en la que € primer paso es la
localizacion de las regiones cromosomicas implicadas en la variabilidad del fenotipo a
través de un andlisis global del genoma. Una vez localizada una regién en el genoma ligada

a fenotipo, e siguiente paso es la identificacion de genes en esa zona. La informacion
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obtenida en € proyecto Genoma Humano es de gran utilidad, ya que aporta un catdlogo
completo de los genes y marcadores ubicados en laregion cromosdmica de interes.

En e campo de la trombofilia, hay todavia una experiencia limitada con este tipo
de estudios y e conocimiento de las diferentes contribuciones genéticas en la trombofilia
es por consiguiente incompleto. Si bien actualmente, se estén aplicando nuevas tecnologias
para intentar elucidar algunos de los posibles factores genéticos. El proyecto GAIT
(Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia) es un estudio que incluye el primer andlisis
globa del genoma orientado a conocer las bases genéticas de la trombofilia (Soria et al.,
2002). Una vez localizados e identificados los determinantes genéticos es cuando seran
necesarios los estudios de asociacion ya que permiten analizar el efecto que estos genes

representan para €l riesgo a padecer tromboembolismo venoso en nuestra poblacion.

3.3-Interaccion gen-gen.

Dentro de la trombofilia, como enfermedad complegja, la forma mas inusual pero
més grave de interaccion gen-gen se presenta en |os casos de mutaciones en homocigosis
que causan perdida de funcion de los genes que codifican para los inhibidores de la
coagulacion.

L as deficiencias homocigotas de PC o de PS presentan manifestaciones trombdticas
muy severas a una edad temprana, y siempre presentan un riesgo trombotico superior
respecto a sus familiares heterocigotos para estas deficiencias (Lane et al. 1996). Los casos
con homocigosis paralas deficiencias de PC o de PS son poco frecuente pero pueden llegar
a producir purpura fulminans en neonatos (ver apartados 2.3.2 y 2.3.3). La purpura
fulminans neonatal se caracteriza por la aparicion de zonas extensas de necrosis cutanea en
partes acras, debidas a la trombosis de vasos de calibre mediano y pequefio. Tiene muy mal
pronéstico s se retrasa e tratamiento que consiste a administrar proteina C, ya sea
transfundiendo plasma o mejor aportdndola en forma de concentrados.

Los homocigotos para la deficiencia de la AT suelen ser incompatibles con la vida
(Hakten et al., 1989), pero son extraordinariamente infrecuentes. La homocigosis para la
mutacion FVL resulta mas frecuente (1 por 500 individuos). Los pacientes portadores de la
mutacion FVL en heterocigosis muestran un riesgo elevado de trombosis de entre 3,5 a7
veces superior alos no portadores (Koster et al., 1993) y en estado homocigoto € riesgo de

padecer trombosis venosa se incrementa hasta unas 50-100 veces mas (Rosendaal et al.,
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1995; Caprini et al., 2004). El riesgo trombdtico para los individuos homocigotos para esta
mutacion, FVL, es elevado respecto a individuos no portadores, sin embargo no es tan alto
como en los individuos con deficiencias homocigotas de los inhibidores de la coagulacion
(AT, PC, PS). Muchos pacientes homocigotos para € FVL no desarrollan clinica
trombdtica hasta la edad avanzada (Rosendaal et al., 1995) y esta misma situacion parece
suceder en los homocigotos para la mutacion PT20210A. La posible explicacion de la
ausencia de trombosis en estos individuos comparado con los homocigotos de deficiencias
en los inhibidores de la coagulacion (AT, PC, PS), es que estas mutaciones ocasionan una
ganancia en lugar de una perdida de funcion.

En e caso de la mutacion FVL, € fenotipo de RPCa que genera hace que e FVa
persista mas tiempo en sangre, ya que esta molécula de FVa mutada es més resistente a la
accion inhibitoria del sistema anticoagulante de la PC. Asi, se produce una ganancia de
funcién procoagulante. En el caso de la mutacion PT20210A, los portadores tienen niveles
mas elevados de protrombina que los no afectos. De esta manera también se genera una
ganancia de su funcién procoagulante. En cambio en las deficiencias de AT, PC o PS hay
una disminucion de la proteina o disminucién de su actividad con la consiguiente pérdida
de funcion anticoagulante (Caprini et al., 2004).

Otra combinacion posible de lainteraccion gen-gen es €l que se produce en € caso
de familias con trombofilia asociada a la combinacion de dos 0 més factores de riesgo
genético diferentes. En estas familias se observa una mayor prevalencia de clinica
trombdtica y los individuos con més de un factor de riesgo presentan clinica a una edad
mas temprana respecto a los familiares portadores de un sdlo defecto (Koeleman et al.,
1994; Zoller et al., 1995). Se ha descrito la presencia de interaccion entre la mutacion FVL
y defectos en € gen de la PC o la PS. En estos estudios, e 40% de los pacientes
sintométicos gque pertenecen a familias con deficiencia de PS también son portadores del
FVL. Otros estudios indican que en €l 30% de esas familias también cosegrega la mutacién
PT20210A, contribuyendo a incrementar el riesgo trombético (Makris et al., 1997).
También se ha descrito la interaccion entre e FVL y la deficiencia en AT (van Boven et
al.,, 1996). Sin embargo, la interaccion mas frecuente se produce entre  FVL y la
PT20210A, en cuyo caso entre e 10-12% de los pacientes sintomaticos portadores del
FVL también son portadores de la PT20210A (Makris et al., 1997). Esta interaccion es
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debida principamente a la alta prevalencia de estas dos mutaciones en la poblacion general
(Rosendaal et al., 1998; Reeset al., 1995).

Es de destacar que incluso considerando las interacciones gen-gen de los defectos
conocidos, que incrementan el riesgo de padecer trombosis, estas no explican todos los
casos de trombofilia familiar, indicando que existen factores de riesgo trombético todavia
sin identificar.

3.4-Interaccién gen-ambiente.

La trombofilia hereditaria es considerada una enfermedad compleja en la que
interactian multiples genes y también factores ambientales Bertina 2001). El posible
efecto que generan a interactuar (convergencia) estos factores genéticos y ambientales
reguiere una investigacion exhaustiva.

En pacientes con trombofilia hereditaria, arededor del 40-50% de los episodios
tromboaticos, tanto en la primera manifestacién como en recurrencias, existen factores de
riesgo adquiridos asociados. En los diferentes estudios realizados hasta el momento se han
descrito claras situaciones de riesgo con efecto sinérgico. Entre ellos estén: la cirugia
mayor (en especia ortopédica), los traumatismos y la inmovilizacion prolongada y, en
mujeres, € embarazo, el puerperio o los tratamientos hormonales (anticonceptivos orales).
Estas situaciones son con frecuencia la causa desencadenante de la trombosis Rosendaal
1999).

Entre e 12-17% de los episodios trombdticos en € caso de las mujeres estén
asociados a embarazos, con un 70-75% de ellos en € puerperio. Dadas las repercusiones
clinicas que pueden desencadenar, la combinacién de estos factores ha sido extensamente
estudiada. Asi, por gemplo, se ha reportado que 1 de cada 4 embarazos (25%) en mujeres
con trombofilia hereditaria se complica con trombosis, aunque existen diferencias
significativas entre €l tipo de deficiencia (Conard et al., 1990; Vicente et al., 1994). Por
otro lado la ingestion de anticonceptivos orales, como factor asociado a la trombosis en
trombofilia hereditaria ha sido estimada en un 7% (Girolami et al., 1991), con un riesgo
significativamente alto en mujeres con deficienciaen AT (Conard et al., 1990; Pabinger et
al., 1994). En otro estudio se ha descrito un alto riesgo de trombosis asociado a la ingestion
de anticonceptivos orales en mujeres con trombofilia hereditaria sea cual sea la deficiencia

de la que son portadoras (DeStefano et al., 1994). Pero, donde meor se ha ilustrado la
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interaccion entre gen-ambiente en € aumento de riesgo trombético es en e estudio de las
mujeres portadoras de las mutaciones FVL o PT20210 y el uso de anticonceptivos orales
(Vandenbroucke et al., 2001;). En e Leiden Thrombophilia Sudy e riesgo de
tromboembolismo en mujeres portadoras de la mutacién FVL fue 7 veces superior alas no
portadoras y € uso de anticonceptivos orales aumentaba € riesgo de trombosis 3,7 veces
més. Sin embargo, cuando interactuaban los dos factores en aquellas mujeres que eran
portadoras del FVL y que tomaban anticonceptivos oraes, € riesgo de trombosis
incrementaba 34,7 veces més, |0 que presupone un riesgo mas alto que la suma del efecto
trombatico de ambos factores por separado (Vandenbroucke et al., 1994).

Ademas el 12% de |os accidentes trombati cos estaban asociados a cirugiay entre 4-
5% a inmovilizacion prolongada (De Stefano et al., 1994; Vicente et al., 1994). También
se ha descrito que € 22% de las intervenciones quirdrgicas mayores en pacientes con
trombofilia hereditaria tienen complicaciones trombdticas, sin diferencias significativas
entre las diferentes deficiencias (De Stefano et al., 1994).

En mujeres que asociaban la deficiencia de PC, o la mutacion FVL o la PT20210A
al uso de anticonceptivos orales se producia un incremento de riesgo de trombosis venosa
de senos intracraneales de hasta 30 a 150 veces, en comparacion con las que no utilizaban
anticonceptivos orales y que no presentaban tal defecto (de Brujin et al., 1998; Martinelli
et al., 1998).

En muchas de las combinaciones posibles de |os diferentes factores de riesgo, no se
conoce una estimacion real del riesgo producto de dicha asociacién y las conclusiones que
se mangjan actualmente estan tomadas sobre la base de tan sblo uno o pocos estudios. Por
consiguiente, se requieren mas estudios para poder valorar € riesgo fina acanzado de la

combinacion de factores de riesgo adquiridos y genéticos en la aparicion de trombosis.

4.- Futuro dd estudio de la trombofilia.

La trombofilia es una enfermedad multifactorial y compleja, donde cada episodio
clinico de trombosis representa un punto final de la historia estrictamente individual de la
exposicion a numerosos y diferentes factores de riesgo. Por ello, pacientes con similar
predisposicion genética pueden o no padecer episodios tromboticos dependiendo de la
presencia de otros factores que puedan interactuar. La manera en que factores de riesgo

genéticos y ambientales interactlian es, en la mayoria de los casos, desconocida.
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Actualmente, con la automatizacion de los métodos de genotipacion de marcadores
genéticos y secuenciacion de ADN, con la informacion proporcionada por € proyecto
Genoma Humano vy, principalmente, por € gran avance de la estadistica genética y del
poder computacional, se dispone de las herramientas necesarias para €l estudio de la base
genética que subyace en la enfermedad tromboembdlicay en los fenotipos intermediarios
que influyen en el riesgo a padecer esta patologia. Este campo del conocimiento de los
nuevos factores sera importante en € futuro para la obtencion de una estimacion rea del
riesgo a padecer trombosis en individuos con diferentes combinaciones de factores
genéticos y ambientales (Simioni 1999; Blangero et al., 2003).

El gran reto actual es generar una lista de todos los factores genéticos y e estudio
de su mecanismo fisiopatolégico para poder analizar como contribuyen en esta
enfermedad. La futura identificaciéon de estos factores genéticos ayudara a incrementar €l
conocimiento de los mecanismo de formacion de trombos en una variedad de diferentes
ambientes y a disefiar estrategias de tratamiento y prevencion a medida de perfil genético
del individuo (Holzman et al,. 2000). La investigacion clinica es imprescindible para €l
desarrollo de métodos diagndsticos, profilacticos y terapéuticos més eficaces (Bauer et al.,
2003; Ginsberg et al., 2003). Lo que conlleva a ventgjas asistenciales muy claras. mejorar
la estrategia preventiva y terapéutica en los pacientes frente a situaciones de riesgo y
episodios trombdticos futuros, e identificacion de familiares afectos, la mayoria de ellos

asintomaticos, que de otra forma no se beneficiarian de esta prevencion.
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Con la finalidad de profundizar en e conocimiento de las causas genéticas de la
trombofilia hereditaria, €l principa objetivo de estatesis es € analisis de factores genéticos
de riesgo tromboembdlico en la poblacion espafiola. Teniendo en cuenta e componente
multifactorial y complejo de esta patologia, la estrategia para alcanzar este objetivo
principal se basa en diferentes enfoques tedricos y acercamientos metodol 6gicos.

Esta estrategia nos ha llevado a marcar diversos objetivos intermediarios, los cuales se
detallan a continuacion:

1- Reclutamiento de pacientes con trombosis venosa profunda y controles
(individuos sanos) para analizar fenotipica 'y genéticamente diferentes factores que puedan
tener un papel importante en la enfermedad tromboembdlica, estableciendo su prevalencia
en poblacion espariola (estudio caso-control). Este disefio también nos permitira estimar el
riesgo que representan los factores genéticos para la trombosis venosa en nuestro entorno y
las caracteristicas clinicas mas relevantes en los pacientes portadores de estos factores
genéticos. Ademés, podremos abordar posibles interacciones de estos factores genéticos
con factores ambientales.

2- Redlizar un estudio de asociacion en familias con trombofilia portadores de
factores genéticos de riesgo trombaético ya conocidos, con €l fin de analizar la contribucién
de estos factores a riesgo trombético cuando cosegregan en una familia de forma aislada o
asociados a otros defectos tromboticos. Este disefio también permitird estimar las
interacciones gen-gen y e posible efecto aditivo de los diferentes factores genéticos de
riesgo tromboembdlico en poblacién espafiola.

3- Aplicar alos disefios metodol 6gicos anteriormente citados (estudios caso control
y estudio de asociacion en familias) los factores genéticos de riesgo tromboembdlico que
se identifiquen a partir del Proyecto GAIT (Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia).
Este estudio basado en € andisis de ligamiento genético en familias con trombofilia
inexplicada ha sido disefiado para identificar nuevos factores genéticos de riesgo
tromboembdlico.

4- A partir de los objetivos anteriores, megjorar €l diagnéstico de la trombofilia
hereditaria en nuestro medio, estableciendo qué determinaciones genéticas deberia incluir
un estudio biolégico de trombofilia en poblacion espafiola y desarrollando métodos

diagnosticos mas rapidos, sencillos y reproducibles.

67



Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS

69



Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

70



Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada
Para la consecucion de estos objetivos, seleccionamos diferentes grupos de estudio:
1.1 Un grupo para € estudio de asociacion caso-control de la enfermedad tromboembdlica
venosa en poblacién espaniola
1.2 Un grupo de familias con trombofilia portadoras de algun factor genético conocido de riesgo
tromboembdlico.

1.3 Un grupo de familias con trombofilia idiopética para € andlisis de ligamiento genético.

1.1 Grupo caso-contr ol

El reclutamiento de los individuos se llevd a cabo por nuestra Unitat d Hemostasia i
Trombos del Hospital de Sant Pau de Barcelona, entre noviembre del 1997 y febrero del 2002.
Se reclutaron un total de 250 pacientes con tromboembolismo venoso y 250 individuos
aparentemente sanos en e grupo control. Ambos grupos estaban formados por individuos no
emparentados entre si, con edad y sexo similar ademés de pertenecer a la misma area geogréafica,
para evitar una estratificacion genética. Tanto los pacientes como los controles firmaron €l
consentimiento informado como participantes del estudio. Las caracteristicas clinicas de los
pacientes se muestran en latabla n® 4.
Criterios paralainclusion en el grupo de pacientes:
- Tromboembolismo venoso diagnosticado objetivamente por los métodos apropiados para cada
localizacion (p.g. ultrasonografia, TAC, RMN,... ).
- Edad de la primeratrombosis inferior o igual a 70 afios.
- Estudio bioldgico realizado en fase no aguda (minimo de 3 meses desde € Ultimo episodio).
- No estar recibiendo tratamiento anticoagulante oral como minimo en los dltimos 20 dias.
- Pacientes sin historia previa de enfermedad hepatica cronica o sindrome nefrético, para evitar
deficiencias adquiridas de proteinas de la coagulacion.
- Ausencia de relacion entre |os episodios de trombosis y algun tipo de neoplasia maligna
- El episodio de trombosis se consideraba espontaneo en ausencia de factores adquiridos.
- La historia trombatica familiar se considerd positiva si al menos un miembro familiar de primer

0 segundo grado habia sufrido trombosis venosa.
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Criterios paralainclusion deindividuos en € grupo control:

- Individuos aparentemente sanos y sin antecedentes personales de enfermedad tromboembdlica
venosa, ni de abortos en el 2° 0 3% trimestre, en €l caso de las mujeres.
- Individuos sin antecedentes familiares de trombosis.
- Individuos sin historia previa de enfermedad hepética cronica o sindrome nefrotico.

- Ausencia de relacién de consanguinidad con los individuos del grupo de pacientes.

72



Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

Tabla 4. Caracteristicas clinicas del estudio caso-control.

N (%)

Grupo de controles 250
Sexo: Varén/Hembra 109 (44)/141 (56)
Edad (media+SD) 49,6+14,9
Grupo de pacientes 250
Sexo: Varon/Hembra 113(45)/137(55)
Edad (x+SD) 47,614
Historia familiar de trombosis 97 (39)
Edad de la primera trombosis (media = SD) 42,1+14
Espontaneo 119 (48)
Secundaria* 131 (52)
Cirugia general 8(32)
Cirugia ortopédica 17 (7)
Cirugia abdominal 12 (5)
Cirugia ginecol6gica 5(4)
Inmovilizacion 48 (19)
Embarazo ° 19 (21)
Anticonceptivos orales® 38 (42)
Hormonas 5(4)
Catéter 3(1)
Enfermedad autoinmune 2(1)
Venas varicosas 2(2)
Paraplgjia 1(0.4)
Otros 10 (4)
Localizacion de latrombosis

Trombosis venosa profunda 155 (62)

Embolismo pulmonar * 73 (29)

Trombosis extremidades superiores 17 (7)

Trombosis venosa intracranesl 5(2)

* Algunos pacientes presentaron mas de un factor de riesgo (% de todos |os casos).
© Solamente se consideraron las mujeres en edad fértil en estos casos (15-45 afios).

# Trombosis venosa profunda fue diagnosticada en 42 pacientes con embolismo pulmonar.
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1.2 Familias con algun factor genético de riesgo trombético conocido
Se incluyeron 132 familias espafiolas no relacionadas con un tota de 722 miembros

estudiados que asociaban agun factor genético trombético conocido (tabla 5. Las familias fueron
seleccionadas através del propositus con enfermedad tromboembodlica venosa, preferiblemente, con
historia familiar de trombosis positiva y que mostraban un defecto trombofilico conocido. Los
propositi fueron remitidos a nuestra Unitat d Hemostasia i Trombos del Hospital de Sant Pau
(Barcelona) desde su centro de origen y lamayoria eran pacientes propios de nuestro centro.
Criterios de inclusion de los propositi:
- Tromboembolismo venoso diagnosticado objetivamente por un método apropiado segun la
localizacion.
- Estudio bioldgico realizado en fase no aguda (minimo de 3 meses desde € Ultimo episodio).
- No haber recibido tratamiento anticoagulante oral como minimo en los Ultimos 20 dias.
- Pacientes sin historia previa de enfermedad hepética crénica o sindrome nefrético para evitar
casos de deficiencias adquiridas de proteinas de la coagul acion.
- Ausencia de relacion entre |os episodios de trombosis y algun tipo de neoplasia maligna.
- El episodio de trombosis se consideraba espontaneo en ausencia de factores adquiridos.
- La historia trombatica familiar se considerd positiva si al menos un miembro familiar de primer
0 segundo grado habia sufrido trombosis venosa.
- Propositus con trombofilia con algiin factor genético de riesgo trombético conocido (deficiencias
de AT, PC, PS, o mutaciones FVL o PT20210A).

Una vez se identificaba un defecto en un paciente, se llevaba a cabo € estudio familiar para
el mismo defecto.

Seincluyeron 11 familias con deficienciade AT (10 tipo | y unatipo 1), 34 con deficiencia
de PC (todas tipo 1), 40 con deficiencia PS (13 tipo | y 27 tipo I11), 32 con la mutacion FVL y 15
con la mutacion PT20210A. En la tabla nimero 5 se muestra € niimero de familias estudiadas y €l
tipo defecto que asocian en cada caso. Ademas en la figura n°4 se muestran como giemplo agunas

de las genedlogias de las familias analizadas en este estudio.
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Tabla 5. Familias estudiadas en funcién del defecto que asocian. Clasificacién de los

individuos con clinica trombdética e individuos asintométi cos.

Deficiencias N de familias TROMBOSIS
(% dd total) (Sl}l0 dEII’ICIiII\(/)IdUOS)

No defecto - 8 279

AT (n=11) Aidado 8(72.7) 12 2
+FVL 2(18.2) 0
+PT20210A 1(9.1) 3

PC (n=34) Aidado 22 (64.7) 29 54
+FVL 5(14.7) 7 1
+PT20210A 7 (20.6) 7 8

PS (n=40) Aidado 31 (77.5) 49 50
+FVL 4(10.0) 4 4
+PT20210A 5(12.5)

FVL (n=32) Aidado 26 (81.2) 32 51
+PT20210A 6(18.8) 10 8

PT20210A (n=15) Aidado 15 20 69
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Figura 4. Algunos gjemplos de genealogias con alguna deficiencia conocida. En cada familia se
indica la deficiencia asociada.

[l | Peciente con trombosis venosa W Propositus A Fallecido

|:I Individuo portador del factor de riesgo D Individuo normal.
No historia de trombosis

. Individuo con trombosis venosa y portador del factor de riesgo

1- Familias con la deficiencia de PC:

1.1 Familian® 180, PC 1.2 Familian® 213, PC

ko U oo OT¢ 3o
SEAE30% o © ©odnD

2- Familias con la deficiencia en PS;

2.1 Familian® 32, PS

1 0

-0 /D00 o0 dd
060 660 8856
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4.2 Familian® 97, FVL
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1.3 Familias con trombofilia idiopéatica
En este grupo se incluyeron 21 familias como parte del proyecto GAIT, coordinado por
nuestra Unitat d Hemostasiai Trombosi del Hospital de Sant Pau de Barcelona (Souto et al.,

20008). En e estudio se seleccionaron 12 familias en e grupo de familias con trombofilia

idiopéticay 9 familias control (tabla 6) donde los criterios de inclusién fueron los siguientes:

Criteriosdeinclusion:

- Todas las familias tenian como minimo 10 individuos repartidos en 3 0 méas generaciones.

- Las familias con trombofilia se seleccionaron a través de un propositus que presentaba
trombofilia inexplicada: pacientes con clinica trombética venosa en edad inferior a los 45
anos;, o pacientes que mostraban trombosis recurrentes, o pacientes con un episodio de
trombosis espontdnea con historia trombética familiar. La trombofilia del propositus se
consideré idiopética por exclusion previa de las causas bioldgicas conocidas de trombofilia
durante el periodo de reclutamiento (de 1995 a 1997). En € estudio se descartaron las
deficiencias de AT, de PC, de PS, de plasmindgeno, la presencia de RPCa, la presencia de
anticoagulante lUpico, anticuerpos antifosfolipidos o de disfibrinogenemia. Estos factores de
riesgo tampoco estaban presentes en ninguno de los familiares con trombosis.

- Las 9 familias control se seleccionaron con los mismos criterios de tamafio, de entre la

poblacién genera y de forma aleatoria.

El reclutamiento de los miembros de las familias se realiz6 fundamentalmente en
Barcelona, aunque se completd con individuos emparentados y residentes en Lleida, Tarragona,
Cordoba, Mélaga y Cédiz. La muestra incluia 397 individuos que se analizaron (186 varones y
211 mujeres). En estas familias, 40 individuos habian padecido uno o méas eventos de trombosis
venosa, con una edad media de la primera trombosis de 39.7 afios. La clinica més frecuente era
la trombosis venosa profunda un 52%, en segundo lugar tromboflebitis superficial con un 26%

seguido del tromboembolismo pulmonar en un 17 %y un 5% otras localizaciones.
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Tabla 6. Distribucion, por tipo de familia, de los individuos examinados en € grupo de familias
del proyecto GAIT.

N° defamilia | N°deindividuos |Varén Hembra Tipo de familia
1 21 15 7 Control

2 27 14 13 Control

3 22 10 12 Control

4 15 6 9 Control

5 14 3 11 Control

6 24 10 14 Control

7 17 11 6 Control

8 22 7 15 Control

9 20 9 11 Control

10 21 15 6 Trombofilia
11 38 19 19 Trombofilia
12 13 5 8 Trombofilia
13 11 6 5 Trombofilia
14 10 6 4 Trombofilia
15 33 10 23 Trombofilia
16 20 10 10 Trombofilia
17 14 5 9 Trombofilia
18 13 8 5 Trombofilia
19 14 7 7 Trombofilia
20 18 7 11 Trombofilia
21 9 3 6 Trombofilia
Tota 397 186 211 9 Controles

12 Trombhofilia
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1.4 Datos clinicos recogidos en los estudios
Los datos clinicos de todos los individuos de los diferentes estudios se recogieron por
médicos de la Unidad mediante una entrevista personal.

A todos los individuos del estudio de asociacion caso-control se les recogié un
documento de consentimiento informado, firmado tanto por € individuo que se incluia en €
estudio como por el médico testigo. Este documento se muestra en la figura nimero 5.

Por otro lado se disefié una hoja de recogida de datos tal como se muestra en figura
nimero 6. Estos datos incluian la edad del primer evento trombético, su localizacion y los
factores de riesgo que podian predisponer a la trombosis venosa (figura n° 6). Se les pregunto si
habian sufrido previamente episodios de tromboembolismo venoso y s la respuesta era
afirmativa, se recogialos datos sobre el primer episodio.

Se recogia la presencia de historia trombdtica familiar, la presencia de trombosis
recurrente, la presencia de otras enfermedades (como diabetes, obesidad o didipemia) y en las
mujeres e uso de anticonceptivos orales e historia reproductora. También se recogian los datos
de presencia de alguna patologia de base o tratamiento farmacolé6gico. Ademés de los datos
personales referentes ala edad, al sexo y la zona geogréfica

En e estudio de familias con algin factor genético conocido, habia familiares con
trombosis, en los que la informacion clinica se obtuvo con un cuestionario similar a utilizado
por Frezzato et al.(Frezzato et al.,1996). En los casos de episodios trombdticos no confirmados
objetivamente se considerd trombosis si se habia dado tratamiento anticoagulante o s se habian
detectado signos y sintomas de sindrome postflebitico. El diagnéstico de la trombosis venosa de
las extremidades inferiores se objetivd por ultrasonografia o por flebografia. EI embolismo
pulmonar se diagnosticé por gammagrafia de ventilacion-perfusion o angiografia. La trombosis
en lugares inusuales se diagnosticaron dependiendo de la localizacion, con TAC, resonancia
magnética, examen oftalmol 6gico, o como hallazgos quirudrgicos.

Para el amacenamiento de todos los datos clinicos y bioldgicos se disefidé una extensa 'y
completa base de datos mediante el programa MS Access 97, para posteriormente poder hacer las
consultas necesarias y poder traspasar la informacion a programa de procesos de andisis
estadisticos SPSS 10.0 o bien al programa de disefio de arboles familiares Cyrillic 2.1.
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La base de datos incluia los siguientes apartados. los datos personales, los datos
referentes a la clinica trombética, los datos de los estudios familiares, los resultados de los
andlisis de proteinas y genéticos, los datos del almacenamiento y conservacion de las diferentes
muestras de plasma 'y de ADN vy los datos del diagndstico clinico y biolégico. En la figuran® 5
(pégina 83) se muestra el documento del consentimiento informado y en la figura n°® 6 (pagina
84) la hoja de recogida de datos de cada uno de los individuos que participaron en el estudio

caso-control.
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Figura nimero °5. Documento del consentimiento informado.

Nombre del sujeto en estudio

DNI:

Nombre del padre, tutor o representante legal:
(para menores de edad):

DNI:

Acepto participar en €l estudio sobre las causas genéticas de la enfermedad tromboembdlica.
Esta investigacion se desarrolla conjuntamente por la Unitat de Hemostasiai Trombosi del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona 'y por € Department of Genetics de la
Southwest Foundation for Biomedical Research (SFBR) de San Antonio, Texas, USA.

La Unitat de Hemostasiai Trombos del Hospital de la Santa Creu y la SFBR garantizan la
confidencialidad de todos los datos clinicos y biolégicos relativos a mi persona. Ambas
instituciones se comprometen a utilizar las muestras biolégicas exclusivamente en
investigacion cientifica.

Por el presente consentimiento informado autorizo el estudio analitico de mi sangre y ADN
para los fines anteriormente mencionados

Firmado Firmado
(el sujeto de estudio o representante legal) (médico  testigo, en representacion de las
I nstituciones Investigadoras)

Fecha:
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Figura n® 6. Hoja de recogida de datos

Unidad de Hemostasia y Trombosis HOSPITAL DE LA
SANTA CREU 1

SANT PAU
Hoja Recogida Datos. ETE ONIVERSITAT AUTONGMA DE BARCELONA

Cod paciente: | | (N°HC san Pau) lO Propositus © Familia @ control l
Céd familia: ] Cohorte: [ sI|[NO|

| N° HC propositus:

Apellidos: Parent .
Nombre: |
Direccién: 4
Teléfono: [ Sexo (H/M): | [ Fecha de nacimiento: | |
Hospital de referencia:| | Fecha recogida datos: | |
Factores de riesgo vascular Otros antecedentes patolégicos remarcables
@ Tabaquismo = @ Neoplasia ) @© oObesidad morbida
@ Dislipemia Tipo | | @ sde nefrético
@ HTA Q Sde mielop créonico @ vasculitis
© Diabetes i © Tto hormonal @ Enf inflam intestinal
@  Anticonceptivos orales Pasado Si No 8 Enf autoinmune otros: | |
Marcas Presente Si No Insuficiencia cardiaca @81
| N° Embarazos: H* Familiar ETE @ No
Duracién total del tratamiento (meses) N° Abortos 2,3 trim: @ 27
Relacion con ETE Si No

] Tiempo de tratamiento hasta el ETE (meses) |

Episodios trombéticos |

N°ETE Edad |Territ. | Localizacion S| T |Tratamiento |C Diagndstico Circ. asociadas
Diagndstico bioldgico Médico

Territorio (V)enoso Territorio (A)rterial Circunstancias asociadas

1 TVP proximal iliocava 16 AVT TIA 1 Espontanea 11 Cateterismo intravascular

2 TVP proximal femoroiliaca 17 AVC RIND 2 Bajo tto. anticoagulante 12 Encamamiento / inmovilizac.
3 TVP proximal femoropoplitea 18 AVC establecido 3 Cirugia abdominal 13 Enfermedad autoinmune

4 TVP proximal poplitea 19 AVC progresivo 4 Cirugia ginecolégica 14 Insuficiencia cardiaca

5 TVP distal 20 AVC retiniano 5 Cirugia ortopédica 15 Paraplejia / paralisis

6 TVP global 21 Coronario angor inestable 6 Cirugia general 16 Vasculitis

7 TVP local. desconocida 22 Coronario 1AM 7 Gestacion/puerperio 17 Neoplasia actual

8 TEP aislado 23 Visceral mesentérica 8 Tratamiento hormonal 18 Varices

9 Tromboflebitis superficial 24 Visceral renal 9 Anticonceptivos orales 19 Hemodialisis

10 TVP de miembros superiores 25 Extremidades 10 Sde. nefrético 20 Otras

11 Visceral eje espleno-portal 26 Otros

12 Visceral mesentérica Diagnéstico Tratamiento

:3‘S"mma'_ Lo ‘a'm 1 Clinico 4 Pletismografia 7 Arteriografia 1 Desconocido 5 HBPM

15 4 2 Flebografia 5TAC 8 Gammagrafia 2 Heparina 6 Antiagregantes

Otros 3 Eco-doppler 6 RMN 9 Quinirgico 3 Anticoag. orales 7 Quirdrgico
99 Otros 4 Trombolitico 99 Ninguno

S=sSde. postfiebitico 2°7  T=;TEP2°?  C= ;Correcto tratamiento? ¢Comentario al dorso? | |
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2. METODOS

1. Determinaciones plasmaticas
Recogida de muestr as, conservacion.

La sangre se obtenia por puncion venosa en un tubo de vidrio siliconado {/acutainer,
Becton Dickinson ref 367702) con e anticoagulante citrato trisddico a 0,129 M, en una
proporcién de 1:9 volumen de citrato y sangre. El intervao entre la extraccion y €
procesamiento en el laboratorio no superé més de 2 horas. Para la determinacion de las proteinas
de la coagulacién se obtuvo plasma pobre en plaguetas. Para ello se centrifugé a 3.500 rpm
(1600 g) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente el plasma pobre en
plaquetas se separaba del boton celular y se analizaba €l mismo dia 0 se congelaba a —40°C para

ser utilizado antes de 1 mes, 0 a—80°C para almacenar un tiempo més prolongado.

1.1 Pruebas de coagulacion del estudio basico de hemostasia. Se determinaron en un
coagulometro automético (ACL 300; Instrumentation Laboratory; IL): € tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA) utilizando cefalina bovina y silica (Instrumentation
Laboratory), tiempo de protrombina (PT) con tromboplastina humana (Thromborel S°; Berhing)
y tiempo de trombina (TT) con trombina bovina (Instrumentation Laboratory). Estas
determinaciones se redlizaron en todos los pacientes, para poder excluir defectos de la

hemostasia 0 el uso de tratamiento con anticoagulantes.

1.2 Determinaciones funcionales mediante pruebas coagulométricas. El fibrindgeno, FlI,
FVII, EXII, PS funcional y la Resistencia a la PC activada (RPCa), se analizaron en €
coagulémetro automatico STA Roche). El anticoagulante |Upico y tiempo de tromboplastina

medidado por la trombomodulina se analiz6 en el KC-10 (Amelung).

-Fibrinégeno: se determind por e método de von Clauss (Clauss 1946) con trombina bovina de

BioMerieux (Marcy-I' Etoile). La expresiéon de resultados en g/l. Rango de referencia 2-4 g/l.

-FI1: se analizd utilizando plasma deficiente en FIl de Diagnostica Stago (Asnieres). Se media €

tiempo de coagulacion en presencia de tromboplastina célcica (Thromborel S° de Behring ) y
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plasma deficiente en FlI. Asi se produce un sistema donde todos los factores estan presentes en
exceso, a excepcion del FllI, que lo aporta € plasma diluido del individuo (Caen J et al., 1975).

L os resultados se expresaron en %y € rango de referencia parael Fll erac 125-70%.

-FVII1 y FXII: se determind el tiempo de coagulacion en presencia de plasma deficiente en
FVIII o en FXII respectivamente (Diagnostica Stago), de cefalina (APTT silica IL para FVII y
PTT-Reagent de cefalina de conejo y kaolin para FXII de Diagnostica Stago) y Ca?* (Calcium

Chloride Solution IL). Es un sistema donde todos los factores estdn presentes en exceso a
excepcion del FVII o FXII que lo aporta el plasma diluido del individuo (Caen J et al., 1975)..

Los valores de nuestro laboratorio se expresaron en % Yy los valores de referencia eran para €

FVIII de 45-175% y para FXI1 40-185%.

-PS funcional: se analiz6 e tiempo de coagulacion en presencia de Ca2* de un sistema que
contenia todos los factores excepto la PS que aportaba el plasma diluido del individuo y que
estaba enriquecido con FVay PC activada (Kit Proteina S Clotting-Test de Diagnostica Stago)
(Wolf et al., 1989). El rango de normalidad era de 71% a 142% y en e caso de mujeres jovenes
(<46 afos) de 62% a 111%.

-Resistencia a PC activada: se determind de acuerdo con € test descrito por Dahlback et al
(Dahlback et al., 1993) con el kit Coatest APC™ Resistance de Chromogenix (Mélndal,
Sweden), que contiene proteina C activada con CaChk y un reactivo de TTPA con fofolipidos
purificados, con silica coloidal como activador de contacto. Los resultados se expresaban
mediante la razon de la TTPA en presencia de proteina C activada (PCa), respecto ala TTPA sin
PCa. Larazon (rPCa) inferior a 2,08 se consideraba como resistencia ala PCa.

-Anticoagulante lUpico: se determind mediante el método de Exner (Exner et al., 1978). Es el
tiempo de coagulacion obtenido a afadir una alta concentracion de caolin y CaCh (Behring),
gue desencadena la via intrinseca de la coagulacion a través de la activacion del Factor XIlI, en
una mezcla de plasma control y plasma problema a diferentes proporciones. La base tedrica es

gue la presencia de anticuerpos antifosfolipidos del plasma problema pueden inhibir los




Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

fosfolipidos de un plasma control y alargar € tiempo de TTPA. El resultado es positivo s |la
curva de los tiempos de coagulacion respecto a la concentracion de plasma del paciente es

convexa en la zona de menor proporcion de plasma problema.

-Tiempo de tromboplastina mediado por la trombomodulina: en nuestro laboratorio se
desarroll6 un nuevo método de medir la capacidad procoagulante del plasma. Este método
consistia en un tiempo de protrombina en presencia y ausencia de trombomodulina Borrell et
al., 2002).

Los reactivos utilizados en esta determinacion eran por un lado € tampon de Owren
(Diagnostica Grifals), la trombomodulina (American Diagnostica) y por otro el reactivo para €
andlisis del tiempo de protrombina, e Thromborel $ de Dade Behring preparado segin las
instrucciones del fabricante. Lubrol PX Sigma. Solucién A: compuesta de dos partes de
Thromborel S®, 1 parte de trombomodulina (30 U/ml) y una parte del tampén de Owren.
Solucion B: era similar al A sin trombomodulina que se sustituy6 por su disolvente: tampon
0,02M Tris, 0,1 M NaCl pH 7,4. 0,05% lubrol PX, y 0,02 % de azida sodica.

El método consistia basicamente en determinar el tiempo de coagulacién del plasma del
paciente en presencia de trombomodulina (solucion A) y en ausencia de la misma (solucion B.
L os resultados se expresaron como:

-R1: la razon entre e tiempo de coagulacion del plasma del paciente respecto a tiempo de
coagulacion del plasmadel control utilizando el reactivo A.

-R2: la razon entre e tiempo de coagulacion del plasma del paciente entre e tiempo de
coagulacion del plasma control utilizando €l reactivo B.

-R3: larazon obtenida entre RL/R2.

L os rangos normales obtenidos de un grupo de controles sanos eran para R1 de 0,74-1,31
y para R2 de 0,85-1,23, los cuales se calcularon con los percentiles del 5%-95%. Todas las
determinaciones se realizaron por duplicado y los coeficientes intra e interensayo se estimaron
entre un 2-6%.

1.3. Deter minaciones mediante substratos cromogeénicos. AT y PC fueron medidos mediante
un autoanalizador bioquimico (CPA Coulter, Miami, USA) mediante métodos cromogeénicos de
Chromogenix (Molndal, Sweden).
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- AT: se utilizo e kit comercial Comatic LR Antithrombin Chromogenix (Méndal, Sweden)
donde € plasma problema se incubaba con un exceso de FXa y en presencia de heparina
(Odegard et al., 1975). Mediante un substrato cromogénico se mediala cantidad de FXa residual,
gue era inversamente proporcional a la concentracion de AT inicia presente en la muestra. La
determinacién requeria una calibracion con un control de referencia (Unicalibrator, Stago) y los
resultados se expresaban en %. El rango de referencia era de: 80% -100%. Si € resultado era

inferior a limite de referencia se determinabala AT antigénica.

- PC amidasica: se utilizo € kit comercial Coamatic Protein C (Chromogenix), donde €l plasma
problema se incubaba con un exceso de un activador de la PC (veneno de serpiente Agkistrodon
contortrix). Mediante un substrato cromogénico (S-2366) se podia medir la cantidad de PC
activada producida, que era directamente proporcional a la concentracion de PC inicia de la
muestra (Stockner et al., 1986). La curva de calibracion se determinaba mediante un calibrador
(Unicalibrator, Stago) y se media en %. El rango de referencia de nuestro laboratorio era entre
70%-130%. Si €l valor obtenido resultaba inferior a valor de la normalidad se determinaba la PC

antigénica.

1.4. Andlisistipo enzimainmunoensayo (ELSA).

- PSTotal, PSlibrey PC antigénicas: se utilizaba un método basado en la insolubilizacion de
un anticuerpo monoclonal antiproteina (g. Anti-PS libre) en los pozos de una placa de
poliestireno. El procedimiento consistia en incubar € plasma del paciente (con proteina g. PS
libre) y después se afladia un 2° anticuerpo antiproteina (g anti-PS libre) marcado con un
enzima, como por jemplo, peroxidasa. Este enzima rompia el substrato ortofenildiamina (POD),
anadido posteriormente, dando un color gque se podia cuantificar en e espectrofotdmetro y que
era proporcional a la concentracién de proteina (¢g. PS libre) presente en € plasma. En este
grupo estaban las determinaciones de PStotal, PS libre (Asserachrom PS total y PS libre, Stago,
France) y la PC antigénica (Asserachrom proteina C, Stago, France) (Johustoney Thorpe 1985).
Los resultados se expresan en % y € rango normal era de 73% a 124% parala PStotal, y de 72%

a 140% para la PS libre. En mujeres jovenes (<46 afos) los niveles normales disminuian hasta un
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63% parala PS total y a un 54% parala PS libre. En € caso de la PC antigénica era de un 70%
a 130% y su determinacion solo se llevaba a cabo en é caso de que las pruebas funcionales

dieran por debajo del rango de normalidad.

- Determinacion del VWF: (Johustoney Thorpe 1985) método de ELISA, pero en este caso se
utilizé un método de anticuerpos policlonales (Dako) para su andlisis. EI VWF se expresaba en
tanto por ciento a través de una curva de calibracion con e estdndar internacional (4 th
International Sandard for FVIII and WAF). El rango de normalidad en nuestra poblacion era
entre un 55%-150%.

- Determinacion de anticuer pos antifosfolipidos: método utilizado segin Gharavi (Gharavi et
al., 1987). Fundamentalmente se basaba en la insolubilizacion del antigeno a determinar (g
cardiolopinag, fosfatidilsering, ...) en los pozos de una placa de poliestireno (placas ELISA Costar
Serocluster). Se incubd € plasma problema (diluido en suero bovino adulto que es rico en bo.
glicoproteina-l), que aportaba los anticuerpos, en caso de tenerlos (g. tipo 1gG anticardiolipinag) y
se afadia un 2° anticuerpo marcado con peroxidasa de conegjo (Dako) (g. anti 1gG humano
marcado con peroxidasa). Este enzima rompia € substrato ortofenildiamina (Sigma) dando un
color que se podia cuantificar en un espectrofotometro a 492 nm y que era proporciona a la
concentracion de anticuerpo (g. 1gG anticardiolipina) en el plasma.

Con este método (Gharavi et al., 1987) se analizaron los anticuerpos antifosfolipidos ddl tipo
IgG y IgM antifosfatidilserina @FS) y anticardiolipina @C) y se utilizo la fosfdidilserina y la
cardiolipina (Sigma) como antigeno respectivamente.

L os resultados se calcularon mediante una formula que calculaba € indice de unién (A):

P: lectura muestra problema, B: lectura del blanco y CN: lectura del control negativo.

P-B
CN-B

A=

Vaores normaes. anticardiolipinatipo 1gG <2,7; anticardiolipinatipo IgM <3,0

antifosfatidilserinatipo 1gG <2,7; antifosfatifilserinatipo IgM <3,6.
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-Determinacion de anticuerpos tipo anti-b,-Glicoproteina-l 1gG y IgM: se determing
medianted kit comercia de Diamedix (Miami, FL). El procedimiento se basaba que en la placa de
ELISA contenia bx-Glicoproteinasl humana purificada. Se incubaba € plasma problema y
calibradores queincluiad kit. Si estaban presentes los anticuerpos anti- bo-Glicoproteina-l se unian
a antigeno formando asi un complgo antigeno-anticuerpo. Seguidamente se afiadia un anticuerpo
anti-1gG o anti-IgM humano conjugado, marcado con peroxidasa. Este enzima rompia € substrato
dando un color que se podia cuantificar la absorbancia en e espectrofotdmetro a 492 nm y era
directamente proporciona ala concentracion de anticuerpos anti- bo-Glicoproteina-| tipo 1gG o IgM
presentes en la muestra. Los valores se calculaban mediante una curva de calibracion. Los vaores
de referencia en nuestro laboratorio eran: anti-bo-Glicoproteina-l tipo 1gG <10 u/ml; anti-bo-
Glicoproteina| tipo IgM <5 u/m.

1.5. Electroinmunoensayo: técnica aplicada para la determinacién de la AT antigénica la cual
consistia en hacer correr una muestra en un campo eléctrico (Laurell 1972). El soporte era una
placa de agarosa a 1% (Tipo | Low EEO de Sigma) que se preparaba y se le afiadia anticuerpo
anti-AT (Dako) y heparina. Debido d pH del tampdn la antitrombina migra hacia el énodo,
mientras que e anticuerpo se mantenia estacionario. El antigeno (AT) y € anticuerpo (anti-AT)
forman complegos que precipitan cuando llegan a la proporcion de equivaencia, formando un
pico bien definido. La altura de este pico, en milimetros, era proporcional ala concentracion AT.
Para la visualizacion de la eectroforesis se procedia a una tincién de la placa con colorante
(Comassie Brillant Blau). Se analizaba con una curva de calibracion con € correspondiente
calibrador y los resultados se expresaban en %. El rango de normalidad era entre un 80-120%.
Ladeterminacion dela AT antigénica se llevé a cabo cuando la funcional resultaba anormal.

En general, todos |os rangos de referencia de normalidad de nuestro centro se obtuvieron
a partir del andlisis de 100 controles sanos, donantes de banco de sangre, y expresados como la
media+ 2SD o los percentiles 95%-5%, en funcién de la proteina. El criterio para el diagndstico

de déficit de la proteina era que los niveles plasméticos debian ser inferiores a limite de
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normalidad en a menos 2 muestras diferentes. Los coeficientes de variacion intraensayo e

interensayo eran generalmente estimados entre un 2% y 6%.

2. Analisis genéticos

Recogida de muestra. La muestra de ADN se obtuvo de leucocitos de sangre periférica. En
primer lugar se obtenia la sangre periférica por puncion venosay se recogia en un tubo de vidrio
siliconado con EDTA a 7,5% (Vacutainer, Becton Dickinson ref. 367702) o bien citrato
trisddico a 0,129M en una proporcién de 1 volumen de citrato por 9 volUmenes de sangre. La
cantidad total recogida para cada individuo fue de 5 a 20 ml de sangre periférica. Después se
siguioé con los protocolos de lavado de eritrocitos y extraccion del ADN de leucocitos por €
método Salting out procedure (Miller et al., 1988). Una vez obtenida la muestra del ADN se

conservo a 4°C o se congel 6 indefinidamente a—20°C.

2.1. Lavadodelasangrey lisisdeloseritrocitos.

En primer lugar se procedio a lavado de la sangre total con suero fisiologico para
conseguir separar €l tapon celular (formado por eritrocitos, leucocitos y plaquetas) del plasma de
la muestra de sangre. Para ello se mezcl6 toda la sangre en un tubo conico con suero salino
fisiolégico Braun) hasta un volumen final de 50 ml. Se centrifugd a 2.800 rpm durante 10
minutos, a4°C y sin freno. Se descartd €l sobrenadante conservando el tapdn celular.

Seguidamente se procedio al proceso de lisis de eritrocitos con el objetivo de obtener un
tapdn celular formado por leucocitos. Para ello se mezcl6 el tapon celular obtenido en el proceso
anterior con el tampdn de lisis de eritrocitos (ver reactivos pagina 93) hasta un volumen fina de
50 ml. La mezcla se mantenia en un bafio con hielo durante 20-30 minutos. Se centrifugd a 3.000
rpm, durante 15 minutos a 4°C y sin freno y seguidamente se descartd el sobrenadante y se
repitié e proceso hasta obtener un tapdn de leucocitos limpio (normamente 2-3 lavados). Se

congel 6 el precipitado a—20°C o se continud con la extraccion del ADN.

2.2 Extraccion del ADN : 2.2.1 Méodo Salting out procedure: La extraccion de ADN se
realizd mediante el método de precipitacion de proteinas con cloruro sodico, llamado Salting out
Prodedure (Miller et al., 1988):
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1- Lisis de leucocitos: se procedié a la lisis del tapon de leucocitos mediante la mezcla del
tampdn de lisis de leucocitos (ver reactivos pagina 93), SDS a 10% dodecilsulfato sodico,
SERVA) como detergente y una solucion de trabagjo de proteinasa K a 2 mg/ml (ver reactivos
pagina 93). En primer lugar se lisaba €l tapdn de leucocitos con € tampdn de lisis de leucocitos
(6 ml) y seguidamente se afadia € SDS (0,4 ml) y la proteinasa K (1 ml) o aumentando las
cantidades de manera proporcional en funcion del tamafio del tapdn de leucocitos. Se mantenia

en agitacion suave durante 16 horas a una temperatura de 37°C.

2- Precipitacion de proteinas: para poder eliminar las proteinas no deseadas se utilizd €
método de precipitacion con NaCl (Merck) sobresaturado a 5,5M. Se afladia 1 ml de NaCl 5,5M
0 la cantidad proporcional necesaria y se agitaba 15-30 segundos hasta obtener una emulsion
completa. Se centrifugaba a 3.400 rpm 15-20 m a 4°C, se recuperaba el sobrenadante sobre otro
tubo cdnico y se repetia el proceso hasta que no quedaban restos de sales de NaCl (normamente
3 veces).

3- Precipitacion del ADN: para conseguir la precipitacion del ADN se afiadio 2 volimenes
(V=20 ml en el caso de 6 ml de lisis de leucocitos) de etanol absoluto (Merck). Seguidamente se
agitd de forma suave hasta que se observé la formacion del precipitado del ADN en forma de
medusa. Se recogia e ADN con una pipeta tipo Pasteur de vidrio estéril y por inmersion en
etanol a 70% se eliminaban |os restos de sales. El precipitado de ADN se recogia en €l volumen
necesario (0,5-3 ml) de TRISEDTA 10 mM/ 0,2 mM (ver reactivos, pag. 93). Se dejaba en
agitacion suave 1 horaa 37°C y después a 4°C hasta que el ADN estaba totalmente disuelto.

Lectura de la concentracion: se procedi6 a la lectura en e espectrofotometro a una densidad
optica (DO) de 260 nm (DO2¢0),, que correspondiaa ADN bicatenario presente en la muestray a
DO de 280 nm (DO2gp) que correspondia a la concentracién de proteinas que podian quedar de

remanente en la muestra. Se comprobaba |la pureza de la muestra determinando la razon:

DO2g0/D02gg (1,6 <razbn < 2)
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Larazdn Optima varia entre 1,6-2. Una razon inferior a 1,6 indica contaminacion de proteinas 'y
S es superior a2 posibles restos de sales en la muestra.
Célculo de la concentracion del ADN: la concentracion de ADN se calcula mediante la lectura a
DOz teniendo en cuenta la dilucion realizada en la muestra de lectura (1/50) y € coeficiente de

extincion molar para el ADN bicatenario:

ng/ml de ADN=DO2,0x 50 x 50 *

* factor derivado del coeficiente de extincion molar parael ADN bicatenario.

Reactivosy solucionesdetrabajo:
- Suero fisiolégico BRAUN. Solucion isoténica de cloruro sodico a 0,9% (500 ml).
- Tampodn de lisis de eritrocitos. se gustacon HCI apH 7,5
TrisHCI 20 mM (Tris. hidroximetil-aminometano; HCI: &cido clorhidrico, Merck).
MgCl, 5mM (Cloruro de Magnesio, Merck)
- Tampodn de lisis de leucocitos: se gjusta pH a 8,2 con HCI
Tris(Merk) 0,01M
NaCl (Cloruro sodico) (Merck) 0.4M
EDTA (Etilendiaminotetracético Merck) 2mM

-Proteinasa K:
Proteinasa K (Roche) 2mg/ml.
SDS 1%.
EDTA 2mM

-TrisEDTA 10mM/0,2mM:
Tris (Merk) pH 7,5; 10mM
EDTA (Merck) 2mM
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2.2.2 Extraccién rapida

Método realizado con € kit de QlIAamp DNA de Qiagen (IZASA), Ref: 50951106.
Procedimiento : Se prepararon alicuotas de 200 ul de sangre total de las muestras de sangre
periféricay se mezclé con 20 pl de proteasa. Seguidamente se procedié a lavado de la sangre al
anadir e Buffer AL, con e que se incubaba las muestras a 56°C durante 10 minutos para llevar a
cabo la lisis celular. Finalmente se obtenia la precipitacion del ADN al afiadir 200 pl de etanol
96° (Merk). Se lavaba la mezcla al pasarla por una columna suministrada por e fabricante y se
anadia 500 ul Buffer AW1y se centrifugaba. Se afiadia 500ul de Buffer AW2 y se centrifugaba.
Finalmente se desechaba el tubo contenedor y se ponia un tubo Eppendorf con 200 ul de Buffer
AE que era el tampon que eluia la muestra de ADN y se incubaba 5 min. a temperatura ambiente
y después 30 min. a 37° C parala correcta disolucion del ADN.
Preparacion de Reactivos. Proteasa Qiagen: 110 mg de producto Qiagen; Proteasa 5.5 ml;
Buffer AW1: 95ml AW1 Concentrado y 125ml etanol 96° ; Buffer AW2: 66 ml AW2
Concentrado y 160 ml etanol 96° .

2.3 Deteccion de mutaciones.

Algunos de los marcadores genéticos se estudiaron mediante e método de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain reaction), seguido de un analisis de fragmentos
de restriccion de longitud polimérfica (RFLP) o por posterior secuenciacion, cuando se requeria.

La técnica de la PCR se basa en la amplificacion selectiva de regiones especificas de
ADN invitro (Saiki et al., 1988) y consiste en sucesivos ciclos de desnaturalizacién, hibridacion
a oligonucledtidos especificos (cebadores) complementarios al extremo 5 de cada hebra, y
extension de la cadena de ADN mediante la accion de la Taq polimerasa (Ecogen). Se realizd en
un termociclador el 9700 (Applied Biosystems).

Cada fragmento de ADN que queremos analizar muestra unas caracteristicas que inciden
sobre distintas variables del proceso. Por lo tanto, es preciso optimizar las condiciones para cada
fragmento en particular. Los pardmetros que mas frecuentemente se pueden variar en el
termociclador 9700 (Applied Biosystems) son la temperatura de hibridacion de los

oligonucledtidosy € tiempo de extension. Latemperatura de hibridacion (T) depende de la
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secuenciadd oligonucledtido especifico y se calculaen °C mediante la férmula siguiente:

T=[4x (G+C) +2x (A+T)] -4

Para cada oligonucledtido, s las temperaturas son muy dispares se usa la més bga S son
semegantes, € resultado de la suma de ambas temperaturas se divide por dos. El tiempo de extension

depende de lalongitud del fragmento a amplificar y se calcula sobre labase de larelacion 1 minvkb.

Condiciones particulares:

En la amplificacién, para la determinacion de la presencia de las diferentes mutaciones
analizadas, se utilizaron preferentemente los oligonucledtidos descritos en la bibliografia. Sin
embargo, teniendo en cuenta las diferentes técnicas en que se utilizo la técnica de la PCR (RFLP,
secuenciacion, PCR de mutagénesis y PCR en tiempo real), se disefiaron otros oligonuclettidos
para determinados casos. En la tabla 8 se muestran todos los oligonucledtidos que se utilizaron
en cada uno de los protocol os.

L as condiciones 6ptimas de PCR :

1- Para la determinacion de la mutacion FVL y la mutacion PT20210A: 50 pl de volumen final,
conteniendo 20 mM TrisHCI aun pH de 8,2, 2mM MgCh, O,2 mM de cada deoxinuclettido 5’
trifosfato (JATP: 2' deoxiadenosina 5’ -trifosfato; dTTP:2' -deoxitimidina 5’ -trifosfato; dGTP: 2’ -
deoxiguanosina 5’ -trifosfato; dCTP: 2'-deoxicitidina 5’), 0,5 nM de cada oligonucledtido, 250
ng de DNA y 0,5 U de Taq polimerasa (Bioline, Cultek ) .

2- Las mutaciones FVL y la PT20210A también se determinaron en uno de los estudios con un
método de PCR multiple optimizando asi las determinaciones. En este caso se llevo a cabo en 50
ul de volumen final, conteniendo 20 mM de Tris-HCI, aun pH de 8,2, 2 mM de MgCh y 0,2
mM de cada desoxinuclettido 5’ trifosfato @ATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,5 uM de cada
oligonucledtido, 250 ng de DNA, y 1,5 unidades de Tag-gold (Applied Byosistems, Norwalk,
CT).
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3- Para la determinacién de la mutacion C46T del gen del FXII y e polimorfismo A4070G del

gen del FV: 25 ml de volumen final, conteniendo 3mM MgCl2, 20 mM TRISHCl apH 8,2, 04
mM de cada deoxinucledtido 5 trifosfato (dJATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1 mM de cada
oligonucledtido, 200 ng de DNA y 0,5 U de Taq polimerasa (Promega) .

4- Para la genotipacion del grupo sanguineo ABO: en un volumen find de 25 pl, conteniendo 20
mM TrisHCl aun pH de 8,2, 2mM MgCh, conteniendo 0.4 mM de cada oligonucleétido, 200 ng
de ADN , 0,4 mM de cada deoxinucledtido 5’ trifosfato (AATP, dTTP, dGTP, dCTP), 05U Taq

polimearasa (Bioline, Cultek).

Procedimiento general:

1. Primero se atemperaban las muestras de ADN a temperatura ambiente incluyendo los controles.

2. Se descongelaban los reactivos y se preparaba la mezcla de reaccion.

3. Se preparaba lastiras o placas de los tubos de 0,2 pl parala PCR 9700.(Applied Byosistems).

4. Seguidamente se afiadia la mezcla de reaccion de PCR a cada una de las muestras de pacientes,
control portador heterocigoto o control homocigoto y € control interno de la PCR (H0).

5. Se cargabala PCR y ponia en marcha e programa de amplificacion correspondiente.

6. Al finalizar la reaccion de amplificacion de la PCR y se paraba la reaccion a 4°C.

Procedimientos especificos:
2.3.1. Deteccion de la mutacion Factor V Leiden (FVL; Arg®®®> Gln).

Fue analizado mediante e uso de dos oligonucledtidos, e FV1y e FV2 (Bertinaet al.,
1994; Kooleman et al., 1994) mostrados en latabla 8.

Programa del termociclador:

5 ... 95°C
40" ......95°C
40" ...... 55°C x 30 ciclos
2 ... 72°C
5 ... 72°C
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Control de amplificacion: en un gel a 1,5% de agarosa NMP (Norma Melting Point,
FMC, Bioproducts) se visualizaba el fragmento amplificado de 220 pb. El andlisis de RFLP: €
fragmento de 220 pares de bases se digirié con € enzima Mnll (New England Biolabs) durante
16 horas. Se anaizO después mediante una electroforesis en un gel a 3% de agarosa tipo
Nusieve (FMC Bioproducts) y visualizado con bromuro de etidio.
En e fragmento amplificado existen 2 dianas para €l enzima Mnll y cuando € paciente
presenta la mutacion 1691A, se produce la pérdida de una de las dianas para este enzima y varia
€l patrén de bandas.

Patrén de bandas de la digestion:

Alélo normal G ----------- 37/67/116 pb (3 bandas).
Alelo mutado A ----------- 67/ 153 pb (2 bandas).

La reaccion tenia que ser completa y se apreciaba comparando la carrera del gel con los
controles conocidos con un patrén heterocigoto y un homocigoto normal para confirmar |a total
digestion.

2.3.2 Deteccion en e gen de la protrombina de la mutacion PT20210A.

El fragmento de 345 pb va desde € exdén 14 alaregion del extremo 3'-UT. Se amplifico
mediante los oligonucledtidos descritos por Poort et al (Poort et al.,1996), mostrados en la tabla
8. La amplificacién se llevo a cabo con un oligonucledtido reverso mutagénico (Pr95-315, ver
tabla 8. Con este cambio se introducia una diana para € enzima de restriccion Hind 111 (-
A/AGCTT-) (Life Technologies Inc. USA) en e fragmento amplificado del alelo menos
frecuente, A>: AAG (PT20210A).
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Programa del termociclador:

5 ...95°C
40" ... 95°C
40" ... 55°C x 30 ciclos
2 ... 72C
5 ....72°C

Control de amplificacion: se llevé a cabo en una agarosa 1,5 % NMP (FMC Bioproducts)
para poder visualizar e fragmento de 345 pb. Andlisis de RFLP: El fragmento de PCR se digirio
con la endonucleasa Hind |11 y se analizd después de una electroforesis de un gel de agarosa de
Nusieve d 3% (FMC Bioproducts). En & fragmento amplificado se generaba una diana para €l
enzima en e caso del aelo mutado, € menos frecuente (A2:AAG) introducido a través de la
amplificacion con e oligonucledtido mutagénico y ninguna diana en e aelo normal ( Ar: GAG).

Patron de bandas de |a digestion:

Alélo normal G ----------- 345 (1 bandas).
Alelo mutado A ----------- 322/23 (2 bandas).

2.3.3 Detecciéon multiple de las mutaciones FVL y PT20210A

Fueron analizadas mediante € uso de los oligonucledtidos: FVA, FVB, PTH1 y PTH2
(Ripoll et al., 1997) mostrados en la tabla 8.

Programa del termociclador:

S ... 95°C
1" ......95°C
1 ... 55°C x 40 ciclos
1 ... 72C
10 ..... 72°C

Control de amplificacion: llevado a cabo en un gel ad 1,5% de agarosa NMP (FMC,
Bioproducts) donde se visualizaban los 2 fragmentos amplificados de 175 pb (para PT20210A) y
118 pb (FVL). El andlisis de RFLP: los fragmentos de 175 y 118 pares de bases se digerian con
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el enzima Tagl (Biolabs) durante 16 horas y se analizaban después de una electroforesis de un
gel agarosa de Nusieve a 3% (FMC Bioproducts, Rockland, ME) y visualizado con bromuro de
etidio. Cada uno de los fragmentos amplificados tenian 1 diana para €l enzima Tagl y cuando €l
paciente presentaba una u otra mutacién existe una perdida de una de las dianas para este enzima
y variaba €l patrén de bandas.
Patron de bandas de la digestion:

Alelo normal en ambos casos ---------- FVL 157/18 - PT20210A 98/20 ( 4 bandas).
Alelo mutado en ambos casos ---------- FVL 175 - PT20210A 118 (2 bandas).

La reaccion tenia que ser completa, se apreciaba comparando la carrera del gel con los

controles conocidos, un patron heterocigoto y un homocigoto normal para confirmar la total
digestion.

2.3.4 Deteccion del polimorfismo A4070G del gen F5

EL polimorfismo era genotipado utilizando los oligonucledtidos descrito por Bernardi et
al (Benardi et al., 1997) que amplificabala zona del gen F5 correspondiente.
Programadel termociclador:

4.......... 95°C

45"........ 95°C

45"....... 64°C X 30ciclos
45" .....72°C

2. 72°C

Control de amplificacién: se llevd a cabo en una agarosa 2 % NMP (FMC. Bioproducts)
para poder visualizar € fragmento de 703 pb. Andlisis de RFLP: El fragmento de PCR se digiri6
con la endonucleasa Rsal (New England, Biolabs) y analizado después de una €electroforesis de
un gel agarosade a 2% NMP (FMC Bioproducts). En e fragmento amplificado se generaba una
dianaparael enzimaen e caso del alelo mutado (4070G).
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Patron de bandas de |a digestion:

Alelo normal A ----------- 703 (1 bandas).
Alelo mutado G ----------- 492/211 (2 bandas).

2.3.5 Deteccién del polimorfismo C46T del genF12

La sustitucion de 46 C> T esta localizada a una distancia de 4 bases anteriores al codon
ATG (Met) de inicio de traduccion. Se amplificd mediante los oligonucledtidos mostrados en la
tabla n®8 (Kanagji et al., 1998) con modificaciones en las condiciones de reaccion.

Programade termociclador:

5. . 95°C

1. . 95°C

1. 57°C X 30ciclos
K 72°C

10'....... 72°C

¥ ... 4°C

El control de amplificacion se llevd a cabo en un gel a 1% de agarosa NMP (FMC,
Bioproducts) para visualizar € fragmento amplificado de 369 pb. El andlisis de RFLP se llevé a
cabo en un volumen final de 25 ul de digestion donde se digeria e fragmento de 369 pb con
enzima Sfna | (New England Biolabs) a 37°C durante 16 horas, a diferencia del método de
Kangi et al (Kangji et al., 1998), ya que se obtiene una mejor resolucién del patrén de bandas de
la digestién, analizado mediante una electroforesis de un gel agarosa NMP (FMC Bioproducts)
al 2%. En presencia del polimorfismo C46T en e fragmento amplificado aparece una diana para
el enzimade restriccionSfna l.

El patrén de bandas de la digestion:

Alelo norma C ----------- 369 (1 banda)
Aldo mutado T ----------- 232/137 (2 bandas)
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2.3.6 Determinacioén del genotipo del grupo sanguineo del sistema ABO.

La amplificacion mediante PCR de los dos fragmentos. uno de 252 pb del exén 6 y otro
de 844 pb del ex6n 7 se llevd a cabo mediante € uso de los oligonucledtidos descritos por Olson
1995 (Olson et al., 1995). La amplificacion se llevé a cabo mediante PCR muiltiple donde se
amplifican los dos fragmentos conjuntamente después de gustar las condiciones del

termociclador y los reactivos necesarios.

Programa del termociclador:

2. A°C

307........ 94°C )

1o 63°C X 10ciclos
... 72°C )

30"......... 94°C )

1o 61°C » X 25ciclos
T 72C |

5. 72°C

¥ s 4°C

L os fragmentos amplificados de 252 pb y 844 pb fueron digeridos con una mezcla de un
volumen final de 10-15 pl con 10 U de cada una de los enzimas de restriccion Kpnl y Mspl
(GIBCO Life Techmologies). La digestion se incubaba durante dos horas a 37°C y se visualizaba
en una agarosa al 2% NMP (FMC, Bioproducts). El patron de bandas esta mostrado en latabla 7.
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Tabla 7. Patron de bandas: los patrones de digestion esperados eran los de los 15 genotipos

posibles a combinar los alelos A1, Az, B, O1 y O,. La banda de puntos representa los
fragmentos obtenidos después de la amplificacion y digestion del exon 6 y las bandas oscuras los
obtenidos de la amplificacién y posterior digestion del exén 7.

Fmotipo (e} B A,B|AB A, Ay

GenOtipO 0,0, 0,0, | 0,0, BO, |BO; |BB|AB | AiB | AoOs | A0 | AoAs | A1Os | A1Or | AdAr | AdAr

Bandas/pb
309

252

223

204

164 A - come-

150

137 el

119

9%

87 pocss occses
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Tabla 8. Secuencia de los oligonucledtidos especificos (cebadores) y las sondas utilizados en

cada uno de los andlisis.

ANALISIS

Oligonucledtidos

Posicion
Cambios aa

Factor V Leiden

FV15-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3
FV2 5-CTTGAAGGAAATGCCCCATTA-3

1691 G>A Exo6n 10 del gen
F5/- Arg506GIn

PT20210A Pr 93-787: 5- TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3 -20210 G=> A
Pr 95-315: 5'- ATAGCACTGGGAGCATTGAA* GC-31 -Zonano traducibleen 3’
Multiple: FVA:5- GCAGATCCCTGGACAGTC-3 -1691 G>A Ex6n 10 del gen
FVL + FVB: 5- TGTTATCACACTGGTGCTAA-3 F5/ Arg506GIn.
PTH1: 5-CAATAAAAGTGACTCTCATC-3! 20210 G> A
PT20210A PTH2: 5-AGGTGGTGGATTCTTAAGTC-3 -Zonano traducible en 3'
A4070G FV13A: 5-CAAGTCCTTCCCCACAGATATA-3 4070 A—> G ex6n 13 del gen
FV13B: 5 - AGATCTGCAAAGAGGGGCAT-3 F5 /His1299Arg
EXIlI C46T Ul: 5-CCAGTCCCACTATCTAGAAAAG-3 ° 46C>T en el ex6n 1 del gen
L1: 5-ATGGCTCATGGCTGTGATAG-3 2 del F12. Genera un codén de
iniciacion alternativo (ATG)
Grupo ABO Ex6n VI:
mo46: 5 -CGGAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC-3' Ex6n VI 'y exén VIl delocus
mo-57: 5 -CGGATCCATGTGGGTGGCACCCTGCCA-3’ del ABO.
Exén VII:
mo-101: 5 -CGGGATCCCCGTCCGCCTGCCTTGCAG-3'
mo-71: 5 -GGGCCTAGGCTTCAGTTACTG-3
ANALISIS Sondas de hibridacion
Andlisis Oligonucledtidos :
EXI| C46T F12S°5-TCCCTTCTTCTGCTTCCAGT-3' 46C>T en el ex6n 1 del gen

L1 5-ATGGCTCATGGCTGTGATAG-3 2
Sondas:
Donante F12-FL : 5-GGACCAACGGA CGGACGCCA-3 flu™*
AceptoraF12-LC:
5'-L C640-AGGGCTCTGCTGCTCCTGGGGTTCCTG-3 pho®

del F12.
Genera un coddn de
iniciacion alternativo ATG

1- Oligonucledtido de mutagénesis que cambia para introducir la diana de restriccion. Crear una
diana de restriccion (subrayado la base cambiada).
2- Oligonucledtidos para la genotipacion del FXII C46T mediante PCR y andlisis de fragmentos
de restriccion de longitud polimérfica
3- Oligonucledtido utilizado para la genotipacion mediante sondas de hibridacion.
4- Sondamarcada con fluoresceinaen 3'.
5- Sonda marcada con € fluorocromo LCRed 640 en €l extremo 5’ y en & extremo 3' terminal
esta fosforilada para evitar la extension.
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2.4 Electroforesisen geles de agarosa
En genera se utiliza para separar los fragmentos de ADN en funcidén de su tamafio,
haciéndol os pasar a través de un campo eléctrico. EI ADN se visualiza a tefiir € gel de agarosa
con bromuro de etidio, & cual seintercala entre las timinas y es visible cuando € gel es irradiado
con rayos ultravioleta de 300nm.

Existen distintos tipos de agarosa, con variadas aplicaciones, dependiendo de lo que
necesitemos para e andisisdd ADN y e tamafio de los fragmentos de ADN avisuaizar.
Protocolo general dela preparacion de un gel deagarosa:

- Se pesa la agarosa segun € porcentgje deseado (la migracion de los fragmentos esta en funcion
inversa a su tamafio y ala concentracion de la agarosa).

- Se afiade ala agarosa TBE 1X (tampdn con: Tris, &cido borico y EDTA. Life Technologies) y el
bromuro de etidio para una concentracion fina de 0.5 pg/ml. Se disuelve con cdor.

- Se vierte la agarosa sobre un molde, colocando un “peine” que nos permite hacer los pocillos en
los que mas tarde se cargard € ADN. Cuando esta solidificada, se coloca en una cubeta de
electroforessy se afiade TBE 1X hasta que cubrae gd.

- Después de afiadir € tampon de carga (ver reactivos) en una proporcion 1.5 a las muestras de
ADN, se cargan las muestras en los pocillos.

- Se conecta la fuente eléctrica. Hay que tener en cuenta que e ADN en € tampon de TBE tiene
carga negativa por lo que migrara hacia d polo positivo. Se degja correr hasta que las bandas de
ADN se han separado. Se visudiza en un transluminador de ultravioleta. Para facilitar la
identificacion de las bandas de ADN, se carga en uno de los pocillos un marcador de peso

molecular de ADN determinado, en funcion del tamafio de |os fragmentos que deseamos visudizar.

Reactivos utilizados

- TBE (Tris, Bérico, EDTA) 1X:

TBE 10 X (Life Technologies), diluir a 1/10 para obtener 1X (pH a 8.3).

- Tampon de carga: 0.25% naranja (Orange G, SIGMA); 40% Sacarosa (Merck).

- Marcador de peso molecular del ADN: 210 ul de colorante naranja (0,25 % de Orange G y 40%
sacarosa); 960 ul de TE 10/1 (Tris 10 mM; EDTA 1mM); 60 pl de marcador 1 Kb Ladder (GIBCO-
BRL 520-5615SA).
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2.5. Secuenciacion automatica.
La técnica utilizada esta basada en la metodologia descrita por Sanger et al., (Sanger et
al.,1977) utilizando un secuenciador automético ABI PRISM 3100 Genetic Analyser.

1- Amplificacion por PCR de fragmento a secuenciar en las condiciones adecuadas y posterior
purificacion del producto de PCR mediante las columnas de intercambio idnico del kit de Qiagen
(QIAquick PCR purification Kit Protocol). Con esta purificacion se eliminan los nucledtidos y

los oligonucl edtidos sobrantes de la reaccién de PCR.

2- Reaccién de secuenciacion: A partir de un oligonucledtido complementario a la cadena de
ADN a secuenciar, se van incorporando los nucledtidos (ANTP) por complementariedad. Cuando
se incorpora un dideoxinucledtido, ddNTP's (Sanger et al., 1977), la reaccion se para. Cada uno
delos ddNTP's lleva incorporado un fluorocromo, que emite fluorescencia a diferente longitud
de onda y esta fluorescencia la detecta € secuenciador automético ABI PRISM 3100,

reconociendo la base incorporada.

La reaccion se realizé en un volumen de reaccion de 10 pl que contenian 2 pl de ADN
purificado, 3 pl de BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems
USA, version 2.00) siguiendo e protocol o recomendado, 5% de dimetilsulféxido vol/vol, 1ul del
oligonucledtido a 3,2 UM y se gustaba con HO.

El programa de reaccién de secuencia se llevd a cabo en € termociclador 9700 (Applied

Biosytems).

3. 94°C

107 ....... 96°C

5" ... ...B0°C 25 ciclos
4 ... 60°C

El producto de la reaccion de secuenciacion se purificd mediante precipitacion con etanol
al 60%:
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- Anadir alos 10 pl del volumen del producto obtenido, 10 ul de HOy etanol (Merck) (hasta
llegar a una concentracioén final del 60%). Centrifugar 20 min. a 14.000 rpm.
- Eliminar la solucion de etanol y afiadir 200 ul de etanol a 70% y volver a centrifugar a 14.000
rpm. Eliminar la solucién de etanol al méximo hasta obtener el precipitado purificado.

3 - Anadlisis de secuencia:

Después de la purificacion de la reaccion de secuenciacion, el precipitado se resuspendia
en 15 pl de formamida desionizada y se procesd en e secuenciador automatico ABI PRISM
3100, siguiendo las instrucciones del programa sequencing, de la casa comercia (Applied
Biosystems, USA). El andlisis de secuencia se realizé con €l secuenciador automéatico siguiendo

las instrucciones de la casa comercial Applied Biosystems, USA.

2.6. Genotipacion del polimorfismo del gen F12 por hibridacion con sondas fluor escentes.

Disefio de oligonucledtidos y sondas fluor ogénicas.

El proceso de amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y €
posterior andlisis de hibridacion se llevo a cabo € termociclador rdpido LightCycler (Roche) con
monitorizacion a tiempo real de la fluorescencia. Se utilizaron los oligonucledtidos:
oligonucledtido directo F12S, disefiado de nuevo, y € oligonucledtido reverso L1 descrito por
Kangji et al (Kangji et al., 1998) para llevar a cabo la amplificacion del fragmento de 384 pb del
exon 1 del gen F12. Ademas se disefiaron dos sondas de hibridacion: sonda donante “F12-FL” y
la sonda aceptora “F12-LC” las cuales fueron sintetizadas y purificadas mediante HPLC en fase
reversa (TipMolBiol) (Tabla 8). La zona del polimorfismo C46T del gen F12 estaba incluida en
la sonda donante, “F12-FL” marcada en €l extremo 3' con fluoresceina (FL), la cual tenia una
secuencia complementaria a la cadena que contiene el alelo 46C. La sonda adyacente aceptora,
“F12-LC" marcada con € fluréforo LightCycler Red 640 (LCRed640) en e extremo 5’ terminal
y en e extremo 3 termina estaba fosforilada para evitar la extenson mediante la Taq

polimerasa.
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Protocolo.

- El andlisis se llevd a cabo en un termociclador LigthCycler (Roche Molecular Biochemicals,
USA). El procedimiento de la amplificacion por PCR:
1- Se prepard la mezcla de reaccion con un volumen final de 20 pl: mezcla de las sondas de
hibridacién a0,2 mM vy los oligonuclettidos a0,5 M ; la FastStart Tag DNA polimerasa; tampon
de reacciéon 10X, que incluye dNTP'sy 10mM MgCh y aparte, una solucién de MgCh 25mM.
La concentracién final de MgClh se gjustaba a 2mM y se gjustaba al volumen fina de la reaccion
con HO libre de nucleasas.
2- Se anadi6 la mezcla 'y posteriormente cada muestra a los capilares de vidrio (Roche Molecular
Biochemicals, USA). Posteriormente se centrifugaba para que la muestra quedara bien
introducida en €l capilar antes de taparlo.
3- Se cargaron los capilares en e termociclador LightCycler y se procedia a programa (ver tabla
9) que incluia una fase de activacion previa de la Fast Start Tag DNA polimerasa (Roche) a 95°C
durante 5-10 min. La Fast Start es una polimerasa que se encuentra en una forma recombinante
termoestable, y que es inactiva a temperatura ambiente, debido a unos grupos que la bloquean
sobre algunos residuos de aminoacidos del enzima Cuando se eleva la temperatura se desplazan
estos grupos que estan bloqueando y se activa la enzima. Posteriormente seguia € programa de
PCR especifico y finalmente el programa del andlisis de la curva de hibridacion (Tabla 9. En

este protocolo, la PCR de amplificacion y la deteccion ocurrian en e mismo tubo cerrado.
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Tabla 9. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento F12C46T y de la curva de hibridacion

para la deteccion de la mutacion.

Fase N°Ciclos Temperatura Tiempo Razdn derampa Adquisicién
°C (segundos)  (°C/segundos)
Activacion 1 95 300 20 No
PCR: Desnaturdizacion 55 95 2 20 No
Hibridacion 57 12 20 Sencillo
Extenson 72 10 20 No
Hibridacion 1 95 5 20 No
47 15 20 No
85 0 0.2 Continuo
Enfriamiento 1 30 30 20 No

Interpretacion de resultados:

Cuando las sondas estdn totamente hibridadas a sus correspondientes cadenas
complementarias, la sonda aceptora (F12 LC) se encuentra a una distancia de dos bases del
extremo 3' de la sonda donante (F12 FL). Cuando estas sondas estdn muy cercanas, una de otra,
se transfiere una energia de resonancia fluorescente (FRET), produciendo una emision especifica
de fluorescenciadel fluoréforo LC-Red 640 (TibMolBiol), como resultado de la excitacién por
fluoresceina. Mediante el programa del LightCycler, la fluorescencia se mide de manera
continua durante toda la fase de hibridacion, que incluye un incremento lento de la temperatura
hasta producir la total disociacion de las sondas marcadas. La sefia de fluorescencia (F) esta
representada en tiempo real frente a latemperatura (T). Las curvas de hibridacion se representan
en funcion del cociente de la derivada negativa de la F, con respecto ala T (-dF/dT) respecto a la
temperatura [-(dF/dT) vs T]. De manera que debido a la presencia de la mutacién puntual C46T,
en € aelo T se produce la falta de complementariedad completa con la sonda de deteccion,
produciendo una desestabilizacion del hibrido y una temperatura de hibridacion (Tm:
temperatura melting, T hibridacion) menor, ya que en este disefio la sonda “F12 FL” incluye €
genotipo del alelo normal (46C). Los portadores del alelo T generan un descenso de emision de

fluorescencia a una temperatura inferior a los portadores del alelo C.
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Ese cambio, que produce una mutacién puntual, es suficiente para diferenciar mediante las
temperaturas de hibridacion (Tm) la presencia de cada uno de los alelos en cada individuo

estudiado. En nuestro caso obtuvimos los siguientes resultados:

Genotipo Tm
Homocigoto para el alelo 46C 70.3°C
Homocigoto para el aelo 46T 62.5°C
Heterocigoto C/T 62.5°Cy 70.3°C

3. Métodos estadisticos:
En funcién de cada uno de los estudios elaborados en € trabajo los métodos utilizados han sido

diferentes.

3.1 Estudio de asociacién: caso-control.

En primer lugar se generd una amplia base de datos donde se introducian todas las variables
fenotipicas, genotipicas y clinicas del estudio para su posterior andlisis. Los grupos de pacientes
(caso) y de controles (control) no mostraban diferencias significativas en funcion de la edad y
sexo y todos eran de la misma &rea geografica para evitar sesgos en €l estudio. El méodo dela T
de Student se utilizé para calcular las diferencias de las medias de las distintas variables entre
dos grupos independientes. La comparacion de frecuencias se llevé a cavo mediante € andlisis
de c?. Se consideraron diferencias significativas si los valores de P eran inferiores a 0.05. El
método de regresion logistica (Hosmer y Lemeshow 1989; Kleinbaum 1994) se utilizd para
estimar laodds ratio (OR) cruday gustada del riesgo de un defecto asociado con la enfermedad
tromboembdlicay se calculé con un intervalo de confianza del 95%. Los gjustes se realizaron en
funcion de covariables como € sexo, edad y defectos que podian estar presentes. Se llevd a cabo
e andlisis de variancia (Kleinbaum et al., 1988) (one-way ANOVA) para comparar diferencias
entre las medias de una determinada variable entre diferentes posibilidades del genotipo. Para
llevar a cabo € andlisis de algunas variables cuantitativas como los niveles de los factores de la

coagulacion se generaron variables categoricas en funcion del genotipo, en funcion de los
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diferentes percentiles, o en funcion de cuartiles de las variables. Las diferencias en funcion del

sexo 0 edad se analizaron por el método de c? y por andlisis de correlacion respectivamente.

3.2 Estudio de asociacion en familias con algun factor de riesgo trombético conocido.

Se utilizd un modelo de regresion para calcular los riesgos (odds ratios OR) asociados a
padecer tromboembolismo venoso. Siempre se tuvo en cuenta la edad del evento como la edad
de la primera trombosis venosa. En todos los casos se gjusté e andlisis mediante sexo y edad
como covariables. Se considerd como estadisticamente significativo €l valor de P<0,05.

Cuando se andizaron la relacién del uso de anticonceptivos orales o embarazo con
relacion ala trombosis venosa, se considerd slo las mujeres en edad fértil. Para la estimacion de
las medianas de los diferentes grupos estudiados de la edad libre de trombosis (en afios), se
utilizé e método de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier (Kaplan y Meier 1958). El
andisis se hacia frente al grupo de referencia que estaba compuesto por familiares que no
presentaban el defecto estudiado. Las diferencias entre factores se analizaron mediante e método
de log-rank test. Finalmente se utiliz6 e método de la regresion de Cox (Cox y Oakes 1984),
para poder estimar € riesgo (OR) a padecer trombosis venosa respecto a individuos normales
(sin e defecto). Se gjustdé en todos los casos por edad, sexo y tipo de individuo estudiado
(propositus o familiar). El gjuste segun € tipo de individuo obviaba la necesidad de calcular €
riesgo después de excluir alos propositi.

Se llevd a cabo € célculo de las incidencias del primer evento trombético en familiares
con (portadores) y sin e mismo déficit (no portadores) entre diferentes grupos de familias. El
calculo se llevd a cabo dividiendo € nimero de eventos en cada grupo por € calculo de
pacientes-afios de seguimiento del total de individuos en & grupo. El seguimiento de los
individuos sintoméaticos empezaba en € nacimiento y finalizaba a la edad de la primera

trombosis venosa.

110



Isabel Tirado MATERIAL Y METODOS

3.3 Estudio de ligamiento genético.

Los datos obtenidos después del andlisis genético correspondiente, eran introducidos en
una base de datos orientada a estudio en familias (Southwest Foundation for Biomedical
Research, San Antonio, TX) (Dyke 1995). Seguidamente se analizo la frecuencia aélica en €
locus de la protrombina. Para ello se utilizd6 € método de maxima verosimilitud, teniendo en
cuenta la estructura de arbol familiar, y se utilizé € programa estadistico SOLAR (programa de
la Southwest Foundation for Biomedical Research, San Antonio, TX) (Almasy y Blangero
1998).

El andlisis de ligamiento basado en la descomposicion de la variancia de un rasgo
discreto, estado de afectacion de la enfermedad, en este caso la trombosis, fue llevado a cabo
mediante un modelo de umbral tal como se describe por Duggirala et al (Duggiralaet al., 1997).

S una variante es funciona y no hay otras variantes funcionales en & gen candidato de
nuestra investigacion, entonces un andisis de ligamiento condicionado a las determinaciones
genotipicas ( como puede ser la prueba de ligamiento en el cua € genotipo determinado esta
controlado) no deberia tener evidencia de ligamiento. Esto es debido a que toda la variancia
genética que es debida al QTL y deberia modificarse cuando € QTL por s mismo es usado
como covariable. Por otro lado, s la variante esta en desequilibrio de ligamiento con un lugar
funcional, el andlisis de ligamiento tendria poder predictivo adicional sobre las determinaciones
genotipicas y tendrén una clara evidencia de ligamiento.

Los parametros de descomposicion de la variancia fueron estimados mediante e método de
maxima verosimilitud y las pruebas de hipétesis fueron llevadas a cabo mediante € test
estadistico de la razon de verosimilitud Kendal y Stuart 1967, Sdf y Liang 1987). Como
algunas de las familias fueron recogidas a través de un propositus con trombofilia, todos los
andlisis fueron llevados a cabo con un factor de correccion para corregir € sesgo en la

estimacion de los parametros relevantes de la poblacién generd.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi 2cmd=Retrieve& db=pubmed& dopt=Abstrac

t&list uids=15735796& query hi=1
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Trabajon°l:

Patients with venous thromboembolism have a lower APC response than controls.
Should this be regarded as a continuos risk factor for venous trombosis?
Haematologica. 1999; 84: 470-2.

En este trabgjo se anaizo la prevalencia de la resistencia a la proteina C activada
(RPCa) en un estudio caso-control. En primer lugar analizamos e rango de normalidad
para la RPCa en nuestro grupo control, definido con los percentiles 2,5 y 97,5 de los
valores expresados como la razén rPCa (ver métodos, pagina 86) y obtuvimos los valores
de rPCa: 2,08-3,95. Asi los individuos con un rPCa < 2,08 mostraban el fenotipo de la
RPCa. Los pacientes (casos) mostraron valores de rPCa inferiores a los controles ( figura 1
del trabajo n°1), mostrando diferencias significativas. 0,15, IC 95%: 0,03-0,27 (p<0,05),
incluso después de excluir los individuos con fenotipo de RPCa. Las mujeres mostraron
valores de rPCa inferiores respecto a los hombres y la diferencia observada, después de
excluir individuos con € fenotipo de RPCa fue de: 0,20, 1C 95%: 0,09-0,30 (p<0,0001).
No se observé influencia de la edad en los valores de la RPCa Respecto a riesgo a
padecer trombosis venosa, |os pacientes con RPCa mostraron un incremento del riesgo de
hasta 5,4 veces mas respecto a grupo control (OR 5.4; 1C 95%: 1,8-16,4, gustado por edad
y sex0). Ademas observamos una relacion inversa entre € riesgo a padecer trombosis
venosay € grado de RPCa: para un vaor de rPCa <2,08, €l riesgo era de un OR: 6,25 (IC
95%: 2,01-19,42); para rPCa entre 2,02-2,50 mostraban un OR: 1,82 (IC 95%: 0,92-3,59);
en los casos con rPCa >2,5 se consideré e valor de referencia

En nuestro estudio un total de 4 controles y de 29 pacientes mostraron e fenotipo
de RPCa, resultando una prevaencia de 3,9% (IC 95%:1,1-9,6) en & grupo control y
15,6% (1C95%: 10,4-20,8) en €l grupo de los pacientes. Cuando se excluyeron del andlisis
los individuos que presentaban anticoagulante tipo lUpico, la prevalencia en € grupo de los
pacientes disminuia a un 12,8% (IC 95%: 7,9-17,7). Ademas fueron identificados otros
defectos protromboticos en 17 pacientes. 2 presentaban deficiencia de antitrombina, 2
deficiencia de PC y 13 mostraban deficiencia en PS. Un paciente de los que tenia la
deficiencia de PS asociaba RPCay era portador de la mutacion Factor V Leiden (FVL). En
el grupo control se identificé 2 individuos portadores heterocigotos para la mutacion FVL

mostrando asi una prevalencia de 1,9% (IC 95%: 2,4-6,8). Ademés de los 22 pacientes con
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RPCay en ausencia del anticoagulante tipo lUpico, 17 eran portadores heterocigotos de la
mutacion FVL (77,3%: 1C95%: 54,6-92,2).

Aungue la enfermedad tromboembdlica es una enfermedad frecuente, las
deficiencias hereditarias conocidas hasta e momento son poco frecuentes o tienen una
prevalencia baja en la poblacion (Mateo et al., 1997). La RPCa es probablemente una de
los factores de riesgo més frecuente en pacientes con trombofilia hasta e momento,
(Dahlback et al.,1993) a pesar de que la RPCa es menos prevalente en Espafia que en otras
regiones de Europa (Koster et al., 1993). En nuestro estudio observamos como los
pacientes mostraban valores de rPCa inferiores que en los individuos del grupo control
incluso, después de excluir los individuos con € fenotipo de la RPCa. Se ha descrito que
uno de los motivos de este tipo de observaciones puede ser debido a una respuesta de fase
aguda de la enfermedad (Svensson and Dahlbéack 1994), sin embargo en nuestro estudio no
es e caso, ya que los pacientes que se encontraban en fase aguda de la enfermedad
tromboembdlica fueron excluidos del estudio. Otra posibilidad es la existencia de otros
factores genéticos o adquiridos que puedan contribuir a fenotipo de la RPCa (Soria et al.,
2003). De acuerdo con otros autores (Koster et al., 1993) hemos observado una relacion
inversa entre el riesgo a padecer trombosis venosay los valores de rPCa, sugiriendo que la
RPCa deberia ser considerada como una variable continla que incrementa el riesgo a
padecer trombosis. Se requieren nuevos estudios para poder determinar S una respuesta
disminuida ala PCa esta asociada a un incremento del riesgo de padecer tromboembolismo

venoso, independientemente de la presencia o no de la mutacion Factor V Leiden.

Trabajo n® 2:

Identification of a large deletion and three novel mutations in exon 13 of the factor V
genein a Spanish family with normal factor V coagulant and anticoagulant properties.
Hum Genet, 2002; 111: 59-65.

Este trabajo aborda el papel de los polimorfismos en el gen F5 como determinante
genético de la variacion fenotipica normal de los niveles de factor V en plasmay de otros
parametros relacionados con la hemostasia.

Durante el andlisis de los polimorfismos del exon 13 del gen F5, detectamos una
delecion de 108 pares de bases (delecion que cubre desde € nucledtido 3997 al 4104,

3997-4104EX13del) en ocho de los veinte individuos de una familia perteneciente a
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proyecto GAIT (figuras 1-4 del correspondiente trabgjo). En cambio ninguno de los 378
individuos restantes reclutados para e proyecto GAIT eran portadores de la mutacion.
Tampoco se identifico en 200 controles sanos no emparentados, indicando que es una
mutacion muy poco frecuente.

Esta delecion afectaba exactamente a 36 aminoéacidos pertenecientes al dominio B
de la molécula del FV; de esta manera no se ateraba la pauta de lectura de la secuencia ya
que empezaba en la primera base que codifica para € codon Leul276 y finalizaba en la
tercera base del codén Asnl1310. La proteina mutada resultante, si se expresaba, deberia
contener 36 aminoécidos menos en el dominio B del FV que la proteina codificada por el
ddo no mutado. Entre los aminoacidos delecionados se encuentra e polimorfismo
A4070G, que produce un cambio de higtidina (H) a arginina (R) en la posicion 1299
(H1299R). Se ha descrito que este polimorfismo podria afectar a los niveles o a la funcion
del FV (Lunghi et al., 1996; Bernardi et al., 1997). Ademas, en la misma familia
identificamos tres variantes aélicas nuevas en € exon 13 del gen del F5: L1257 que
producia un cambio de leucina (L) a isoleucina (I), Q1317Q que no cambiaba €l
aminoéacido glutamina (Q) y T1327T que tampoco cambiaba e aminoacido treonina.

Ningin miembro de la familia era portador de la mutacion FVL, tal como se
esperaba ya que los valores de la RPCa eran normales. Para investigar las posibles
implicaciones de esta delecion comparamos los valores de una serie de fenotipos
relacionados con la hemostasia (tabla 1 del trabgjo) entre los individuos de la familia que
eran portadores de la delecién y los que no, mediante el método de descomposicion de la
varianza. Ninguno de los fenotipos estudiados mostré diferencias significativas, todos los
valores estaban dentro del rango de normalidad utilizado en nuestro laboratorio. Estos
resultados sugerian que este defecto genético no mostraba efecto fenotipico. Es importante
destacar que ningun miembro de esta familia, incluidos los portadores de la delecion habia
sufrido episodios trombéticos ni hemorragicos.

El FV es una proteina que juega un papel importante como procoagulante y como
anticoagulante. En un estudio en € que se analiz6 € papel del dominio B de la molécula
del FV mediante ensayos in vitro, se observd que la pérdida de una zona bastante grande
entre los aminoacidos 811 y 1441 del dominio B producia una molécula de FV que solo
presentaba un 38 = 7% de su actividad normal Kane et al.,1990). Por consiguiente

pensamos que la mutacion encontrada en € dominio B del FV podria llegar a producir una

187



Isabel Tirado RESUMEN DE RESULTADOS'Y DISCUSION

perdida de las funciones procoagulantes o anticoagulantes de la proteina del FV. Sin
embargo, en los andlisis de los fenotipos implicados en la hemostasia redlizados en la
familia del estudio y al comparar entre los individuos portadores de esta deleciéon y
aquellos individuos no portadores, no detectamos ninguna diferencia. Ni entre las
caracteristicas coagulantes y anticoagulantes del FV, ni tampoco en los niveles plasmaticos
de la proteina del factor V.

Asi pues los resultados de este trabajo demostraron que el alelo mutado, portador de
la delecién de 36 aminoécidos en el dominio B de la proteina del FV, se expresaba y la
proteina resultante era funcional. Ademés, nuestros resultados demostraron que €l
polimorfismo A4070G del gen F5, que se encontraba dentro de la delecion, y las nuevas
variantes de ADN descritas en este trabajo no alteraban las propiedades funcionales de la
proteina del factor V. Estos resultados contradecian los resultados obtenidos por Bernardi
et al (Bernardi et al., 1997) que asociaban € polimorfismo A4070G con el fenotipo de la
RPCay con los obtenidos por Lunghi et al (Lunghi et al 1996) que encontraban asociacion
con una reduccioén moderada de los niveles de factor V. Ademas, también se habia descrito
que e aelo 4070G mostraba un incremento del riesgo de trombosis venosa (Alhenc- Gelas
et al., 1999). Sin embargo, en estudios realizados posteriormente no se confirmado esta
asociacion ( de Visser et al., 2000) que nosotros tampoco encontramos.

Este tipo de andlisis sobre € efecto funcional de las diferentes mutaciones o
polimorfismos descritos en el gen F5 amplian la informacién para poder llegar a entender
el papel que desempefia e dominio B de la molécula del factor V de la coagulacion

sanguinea.

Trabajo n° 3:
Linkage analysis demonstrates that the prothrombin G20210A mutation jointly
influences plasma prothrombin levels and risk of thrombosis. Blood, 2000; 95: 2780-
2785.

Mediante un andlisis de ligamiento genético en e estudio de familias del proyecto
GAIT (ver métodos, pagina 79), se analizo6 larelacion entre la variante genética PT20210A
en e gen de la protrombina PT) y su influencia en la actividad de la protrombina en
plasmay en € riesgo de trombosis.
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Se analizd la presencia de la mutacién PT20210A vy los niveles de la actividad de la
protrombina en plasma en los 435 individuos del estudio: 397 individuos pertenecientes a
las 21 familias del proyecto GAIT y 38 individuos que pertenecian a una familia adicional
con idénticos criterios de seleccion, la cual fue reclutaday utilizada expresamente para este
estudio.

L os resultados mostraron que 388 individuos eran homocigotos normales (G/G), 43
eran portadores heterocigotos (G/A) y 4 homocigotos (A/A). Mediante el andlisis realizado
por & método de maxima verosimilitud obtuvimos una frecuencia alélica del 0.034 en estas
familias, lo cual predice una frecuencia de portadores heterocigotos para la mutacion de
0,059. Este resultado replica las estimaciones previas realizadas por nuestro grupo en la
poblacion espafiola (Souto et al.,1998).

Los andlisis de asociacion, mostraron diferencias significativas entre los 3
genotipos respecto a los niveles plasmaticos de protrombina: GG= 123,6 + 1,8; GA= 141,1
+ 37y AA=167,7 + 8,4; p< 1 x 107 (figura 1 del trabajo n° 3). Los resultados obtenidos
mediante e andlisis de ligamiento por el método de la descomposiciéon de la varianza,
mostraron una sefid de ligamiento genético significativo (lod score de 3,6 p=2,4 x 10°°)
entre esta mutacion y la actividad de la protrombina en plasma. Estos resultados apoyaban
la hipotesis de la existencia de un QTL principal en la region del gen PT. Cuando
realizamos un andlisis de ligamiento condicional, en € que se tiene en cuenta €l guste por
la mutacion PT20210A, la sefid de ligamiento se perdia totalmente (lod=0,0), y no habia
evidencia de la existencia de un polimorfismo adicional funciona en el gen PT.

Se ha descrito que los niveles elevados de protrombina podrian representar un
riesgo para la trombosis venosa (Poort et al. 1996) y por ello analizamos el efecto de este
QTL sobre € riesgo de trombosis. Se llevd a cabo un andlisis bivariante introduciendo
simultaneamente los dos fenotipos, niveles de protrombina y €l riesgo de trombosis. Este
analisis bivariante dio como resultado un incremento significativo de la sefial de ligamiento
de la actividad de la protrombina (od score= 4,7; p=1,5 x 10°) y se obtuvo una clara
evidencia del efecto de este QTL sobre e riesgo de la trombosis (lod score= 2,43;
p=0.0004). De esta manera demostramos que existe un QTL en e gen PT que influye en
los niveles de la actividad de la protrombina en plasmay en € riesgo de padecer trombosis

venosa. Sin embargo hasta e momento se desconocen los mecanismos por |os cuales la
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mutacion de la protrombina causa € incremento en los niveles de protrombina y por los
que confiere un incremento del riesgo de trombosis. Podria ser que esta mutacion estuviera
implicada en algin mecanismo regulador relacionado con la estabilidad del RNA
mensgjero (Poort et al.,, 1996), o bien favoreciendo la formacion de la cadena de
poliadenilacién incrementando el RNA mensgjero y la expresion de proteina (Ceelie et al.,
2004) debido a que la variante PT20210A se encuentra en la zona de rotura de la cadena de
poliadenilacion.

En resumen, estos resultados representan la primera evidencia genética que un QTL
en e gen de la protombina influye en los niveles de la actividad de la protrombina 'y en la
susceptibilidad a la trombosis y la variante alélica PT20210A representa un polimorfismo

funcional.

Trabajo n° 4:
Contribution of prothrombin 20210A allele and factor V Leiden mutation to thrombosis
risk in thrombophilic families with other hemostatic deficiencies. Haematologica 2001;
86: 1200-1208.

El primer objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de la mutacién
FVL, y lamutacion PT20210A en familias con trombofilia que ya asociaban otro factor de
riesgo genético (AT, PC, PS o FVL). En segundo lugar comparamos € riesgo de
desarrollar trombosis venosa en los diferentes defectos trombofilicos estudiados: AT, PC,
PS, mutacion FVL o mutacion PT20210A, asi como € efecto que produce la interaccién
gen-gen, en e caso de la asociacion de 2 o més defectos, sobre € riesgo a padecer
trombosis.

Para la consecucién de estos objetivos se estudiaron 722 familiares pertenecientes a
132 familias espafiolas con trombofilia asociada a alguno de estos defectos (ver métodos,
punto 1.2 pagina 74).
Estudio familiar. La prevalencia de la mutacion FVL en las familias portadoras de otros
defectos fue: en 2 familias con deficiencia de AT (18,2%), en 5 con la deficiencia de PC
(14,7%) y 4 que asociaban deficiencia de PS (10,0%; 3 deficienciatipo Il y 1 deficiencia
del tipo ). Ademas la mutacién FVL estaba presente en miembros de las familias en las
cuales € propositus no presentaba dicha mutacion. En todos los casos los individuos que

eran portadores de la mutacion FVL eran heterocigotos. Por otro lado la mutacion
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PT20210A se detect6 en: 1 familia con deficiencia de AT (9,1%), en 7 con deficiencia de
PC (20,6%) en 5 con deficiencia de PS (12,5%) y en 6 con la mutacion FVL (18,8%).
También se observaron 19 familiares portadores de la mutacion de la protrombina en
familias donde € propositus no la tenia, 2 de los cuaes eran homocigotos para la
mutacion.

La prevalencia de propositus portadores de la mutacién FVL en familias con algin
otro defecto era superior respecto a la prevalencia de dicha mutacion en la poblacion
general (6/201, 2,9% IC 95%: 1,1-6,4). Concretamente en & caso de las familias con
deficiencia de PC se observo una tendencia a mostrar una diferencia significativa (11,7; IC
95%: -0,4-23,9). De manera similar la prevalencia de la mutacion PT20210A era superior
en familias con otro defecto respecto a la prevalencia en la poblacion general (13/201,
6,5%, IC 95%: 3,5-10,8). En los casos de la deficiencia de PC gue asociaban la mutacion
PT20210A observamos una tendencia a mostrar una diferencia significativa (14,1, 1C 95%:
0,1-28,1).
Parametros Clinicos. (ver tabla 2 del correspondiente trabgjo). Uno de los resultados
clinicos mas interesantes era que las mujeres con la mutacion FVL o la PT20210A
mostraron una tendencia a incrementar €l riesgo de trombosis asociada a uso de
anticonceptivos orales (OCRT oral contraceptive-related thrombosis). Asi 6 de 11 mujeres
con la mutacién FVL y 3 de 3 con ambas mutaciones presentaban una OCRT. Cuando las
mujeres con un solo defecto y las mujeres en las cuales se asociaba la mutaciéon de la
PT20210A se consideraban de manera separada, la OCRT era mas frecuente en € grupo
que asociaba un defecto a la PT20210A (diferencia 30,9%, IC 95% 1,2-60,5). La
prevalencia de trombosis recurrentes no presentd diferencias significativas, sin embargo se
aprecio una tendencia a presentar mayor proporcién de trombosis multiple en pacientes con
deficiencia de PC que asociaban FVL o PT20210A comparado con agquellos pacientes con
deficiencia aislada de PC. Resultados similares se observaban en € grupo con la mutacion
FVL respecto a grupo que asociaba FVL y PT20210A. La frecuencia més baja del
tromboembolismo recurrente (35%) era en los casos de portadores de la mutacién
PT20210A de forma aislada

En nuestro estudio observamos que en aguellos pacientes con un defecto aislado, la

media de edad de la 12 trombosis era entre 30 a 40 afios mientras que los pacientes con
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deficiencias en AT o PS, que ademés asociaban la mutacion FVL o la PT20210A, la 12
trombosis aparecia a una edad mas temprana.

La localizacion de la trombosis no mostraba diferencias significativas entre los

diferentes defectos, sin embargo la presencia de trombosis superficial era més frecuente en
pacientes con la mutacion FVL o con la deficiencia de PS. Ademés los pacientes con FVL
mostraban una menor tendencia a padecer tromboembolismo pulmonar.
Riesgo de trombosis y asociaciéon con las mutaciones FVL o PT20210A. (tabla 1 del
trabgo) El riesgo de padecer trombosis venosa era superior en pacientes que asociaban dos
defectos que en los que presentaban un defecto aislado. Las correspondientes OR gjustadas
por sexo, edad y tipo de individuo (propositus o familiar) se muestran en la tabla 1 del
trabgjo. En nuestro estudio observamos que el riesgo de padecer trombosis era inferior en
los individuos portadores de la mutacién PT20210A que en € resto de los defectos @,2 ;
1C95%: 1,8-9,8). En todos los casos que se asocio la mutacion FVL a otra deficiencia se
observéd un incremento del riesgo. En e caso de la mutacion PT20210A s se asociaba a
otro defecto incrementaba el riesgo a padecer trombosis venosa, excepto, en € caso de la
deficiencia de PC.

Se andlizaron las curvas de supervivencia libres de trombosis para cada uno de los
defectos con o sin las mutaciones PT20210A y FVL. La probabilidad de que un individuo
con deficienciade AT estuviera libre de trombosis era del 50% a los 34 afios de edad (95%
IC: 25-43 a)) mientras que se presentaba a los 19 o0 alos 21 afios si asociaban la mutacion
FVL o PT20210A respectivamente (figura 1 del trabajo). En los pacientes con deficiencia
de PC alos 62 afios, € 50% (IC 95%: 43-81) habia presentado al menos una manifestacion
de trombosis venosa. Cuando la mutacién FVL o la PT20210A se asociO a estos pacientes,
las edades disminuian a 33 (IC 95%: 21-45) y a 44 afios (IC 95%: 16-72), respectivamente
(figura 2 del trabajo). En € caso de la deficiencia de PS, e 50% de los individuos con esta
deficiencia habia padecido una trombosis a los 37 afios de edad (IC 95%: 31-43) o alos 24
(IC 95%: 14-50) o alos 36 afios (1C 95%: 23-49) cuando la deficiencia se asociaba con la
mutacion FVL o ala PT20210A, respectivamente (figura 3 del trabajo). Los pacientes con
la mutacion FVL tenian un 50% de probabilidad de estar libres de trombosis a los 50 (IC
95%: 47-53) 0 alos 52 afios (1C 95%: 34-70) cuando se asociaba a la mutacion PT20210A
(figura 4. En & caso de la mutacion PT20210A (figura 5 del trabgjo) los individuos
mostraron €l 50% de probabilidad de estar libre de trombosis a la edad de 65 afios (IC
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95%: 57-73). La comparacién entre las curvas de supervivencia libre de trombosis de cada
uno de los defectos no mostré diferencias significativas, probablemente debido a nimero
de casos ddl estudio. Sin embargo, en la deficiencia de PC los individuos con la mutacion
FVL mostraron una tendencia a presentar ser una diferencia significativa (p=0,0882).

El estudio biologico de los diferentes factores de riesgo del tromboembolismo
venoso es clinicamente relevante no solo en € caso de los pacientes sino también en el
caso de sus familiares asintomaticos que presenten el mismo factor de riesgo.

En este estudio se compard el riesgo de padecer trombosis en los individuos con
diferentes defectos asociados a la trombofilia hereditaria en poblacion espafiola. Los
resultados obtenidos mostraron que la probabilidad de desarrollar trombosis era similar en
los casos de deficiencia de AT, PC o PS a los reportados por otros grupos en otras
poblaciones Martinelli et al., 1998; Pabinger and Schneider 1996). Sin embargo en los
casos con lamutacion FVL nuestros resultados diferian de los descritos por Martinelli et al
(Martinelli et al.,1996), probablemente debido a que en nuestro estudio no considerabamos
la trombosis arterial. Ademés este es € primer estudio familiar que describe el riesgo de
trombosis venosa en individuos con trombofilia hereditaria debida a la mutacion
PT20210A en el gen de la protrombinay que compara este con €l riesgo asociado con otros
defectos genéticos.

Coincidiendo con otros estudios, se ha descrito una proporcion menor de
tromboembolismo pulmonar en pacientes con la mutacién FVL (Hille et al., 1997), aunque
el mecanismo asociado a esta bagja incidencia de embolismo pulmonar en portadores de
FVL se desconoce hasta el momento. Ademés nuestros resultados confirman la relacion
del uso de anticonceptivos oralesy latrombosis venosa en portadores de FVL o PT20210A
(Helmerhorst et al., 1997).

El aumento de la prevalencia de las mutaciones FVL o PT20210A en familias con
otros defectos respecto a la prevalencia en la poblacién genera puede ser debido a que los
individuos que asocian mas de un factor de riesgo de trombosis tienen més probabilidades
de sufrir episodios trombdticos y por ello acaban estudiandose, por la presencia de su
clinica trombdtica. En nuestro estudio la asociacion de la mutacién FVL a otros defectos
representa un incremento de riesgo, por €l contrario en e caso de la mutacion PT20210A

no sucede en todos los casos, [0 que sugiere que esta variante aélica puede representar un

193



Isabel Tirado RESUMEN DE RESULTADOS'Y DISCUSION

factor de riesgo més débil. De hecho, algunos homocigotos para esta mutacion son
asintométicos a una edad relativamente avanzada (Souto et al., 1999).

En conclusién, basandonos en los resultados obtenidos y en la ata frecuencia que
se presenta e FVL y la PT20210A en individuos de nuestro entorno, deberia considerarse
la necesidad de una criba sistematica de estas dos mutaciones en pacientes que tengan otros
defectos trombofilicos, asi como en las pacientes con trombofilia que deseen iniciar € uso

de anticonceptivos orales.

Trabajon®5

Association after linkage analysis indicates that homozygosity for the 46C->T
polymorphism in the F12 gene is a genetic risk factor for venous thrombosis. Thromb
Haemost 2004; 91: 899-904.

A partir del andlisis global del genoma realizado en el proyecto GAIT, nuestro
grupo demostré que el polimorfismo C46T en e locus dd gen F12 influia sobre la
variabilidad de los niveles plasméticos del factor XII (FXI1) y sobre la susceptibilidad a la
enfermedad tromboembodlica (Soria et al., 2003).

El siguiente paso fue determinar |la prevalencia de este polimorfismo en nuestro
medio y determinar €l riesgo que representa para los pacientes con trombofilia portadores
de esta variante aélica. Para €ello analizamos los niveles plasméticos de FXII y
genotipamos & polimorfismo C46T, en nuestro estudio de asociacion caso-control (ver
métodos pégina 71).

Prevalencia del polimorfismo C46T en e gen F12. La prevalencia de los homocigotos
para e polimorfismo C46T (T/T) fue del 2,0% (1C 95%: 0,7-4,6) en & grupo control y de
6,0% (IC 95%: 3,4-9,7) en e grupo de pacientes, con una diferencia significativa
(p=0.022). Mientras que la prevalencia de los portadores heterocigotos (C/T) no mostro
diferencias significativas (p>0,05) entre ambos grupos (tabla 2 del trabajo).

Asociacion entre € polimorfismo C46T y los niveles de FXII. Aunque los niveles
plasméticos del FXII no mostraron diferencias entre € grupo de pacientes y de controles,
cuando se andizé en funcion del polimorfismo C46T se observaron diferencias
significativas entre los 3 genotipos. Los individuos con € genotipo T/T mostraron los
valores més bajos de los niveles de FXII ( figura 1 del trabgjo) seguido de los portadores

heterocigotos para la mutacion C46T y de los homocigotos normales (media + SD; CC=
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127% + 23,2, CT=94% + 18,1, TT=62% =+ 25,0; p<0,0001). Los niveles de FXII
plasmaéticos eran independientes de laedad y € sexo.

Riesgo de trombosis venosa. El resultado mas destacable de este estudio fue que € aelo
46T en homocigosis (T/T) se asocié a un incremento de riesgo de trombosis, OR: 4,82
(IC 95%: 1,5-15,6), gjustado por edad, sexo y otros factores de riesgo conocidos para la
trombosis venosa (AT, PC, PS, mutaciones de FVL y PT210210A, niveles elevados de
FVIII y presencia de anticuerpos antifosfolipidos) sugiriendo que este polimorfismo es un
factor de riesgo independiente para € tromboembolismo venoso. Aungue € riesgo de la
trombosis venosa asociada a los niveles de FXII no acanzé € nivel de significacion
estadistica, los niveles bagjos de FXII (niveles correspondientes al percentil del 5%, <71%
en el grupo control) eran mas frecuentes en el grupo de pacientes (19 de 244, 7,8%) que en
el grupo de controles (13 de 244; 5,3%). Cuando excluiamos del andlisis los individuos
homocigotos para el polimorfismo C46T (T/T) esa tendencia desaparecia.

La prevaencia de los homocigotos T/T del 2% en e grupo control era similar a la
obtenida con otras muestras de la poblacion espafiola (Soria et al., 2002) pero diferente a
otras poblaciones europeas (Endler et al., 2001). Similar a otras variantes genéticas tales
como las mutaciones FVL y PT20210A, las cuales muestran diferentes frecuencias aélicas
en diferentes poblaciones (Rees et al., 1995; Rosendaal et al., 1998).

Recientemente, un estudio in vitro demostré como e FXII se producia en menor
cantidad a partir dd ADNc que contenia el alelo 46T respecto a alelo 46C Kangji et
al.,1998) atribuyendo un efecto funcional a este polimorfismo. En este contexto nuestro
trabgjo confirma que en funcion del genotipo para €l polimorfismo C46T de los individuos
estudiados muestran diferencias significativas en los niveles de FXII (Soria et al., 2002;
Endler et al., 2001).

Se han publicado recomendaciones sobre las caracteristicas que deberian tener los
estudios de asociacion para demostrar causalidad de las variantes genéticas (Editorial
Nature Genetics 1999; Cooper et al., 2002). Nuestro estudio de asociacion realizado entre
el polimorfismo C46T y la enfermedad tromboembdlica satisface las recomendaciones
dadas por estas publicaciones. |a heredabilidad del fenotipo ha sido establecida (Souto et
al., 2000b); existe una fuerte evidencia de ligamiento entre esta variante genética, €
fenotipo (niveles FXI1) y laenfermedad (Soria et al.,2002); e estudio inicial fue un estudio

familiar (Soria et al., 2002); y existen evidencias que este polimorfismo afecta a la
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expresion del gen (Kangji et al.,1998). Ademas seleccionamos los individuos teniendo en
cuenta €l origen de la zona geografica para evitar estratificacion genética entre pacientes y
controles (Gambaro et al., 2000; Almasy and McCluer 2002).

En conclusién nuestro estudio confirma que € polimorfismo C46T es un factor de
riesgo genético de sufrir trombosis en la poblacion espafiola. Ademés, se confirma como el
andlisis de ligamiento, mediante un andlisis global del genoma, acompafiado de un estudio
de asociacion caso-control representan unas herramientas muy eficaces para identificar

variantes genéticas que afecten a enfermedades complejas como la trombosis.

Trabajo n° 6:

Rapid detection of the 46C—> T polymorphism in the Factor XI1 gene, a novel genetis
risk factor for thrombosis, by melting peak analysis using fluorescence hybridization
probes. Genetic Testing 2003; 7:295-301.

En e trabgjo anterior demostramos como el polimorfismo C46T en e exon 1 del
gen del FXIl (F12) es un factor de riesgo independiente para la enfermedad
tromboembdlica en nuestra poblacién. El objetivo principal de este estudio fue desarrollar
un método fé&cil, rdpido y reproducible para genotipar € polimorfismo C46T y por otro
lado poder comparar su fiabilidad con la metodologia clasica de anadlisis genético
disponible pararealizar €l diagnéstico de este polimorfismo.

En primer lugar disefiamos un protocolo para analizar € polimorfismo C46T en el
termociclador atiempo real: LightCycler PCR (Roche). Este protocolo incluia una primera
fase répida de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), seguido de una fase de
hibridacién con sondas fluorescentes especificas de aelo, para poder detectar el
polimorfismo (ver métodos pégina 106). El andisis se redizd con € ADN de 100
individuos que previamente habian sido genotipados por € método convencional de
analisis de restriccion con la endonucleasa Stnal (figura 1 del trabgjo). Finalmente para
evaluar la fiabilidad de los resultados se compararon con los obtenidos por secuenciacion
directa de 10 muestras con diferente genotipo (figura 2 del trabgjo).

Brevemente e proceso incluia (tabla 1 del trabgo) la hibridacion de las sondas,
marcadas con un fluoroforo, que era monitorizado por €l andlisis de curvas de hibridacion
para genotipar e polimorfismo C46T. Se utilizaron los cebadores: € directo F12S
disefiado de nuevo y €l reverso L1 descrito por Kangji et al (Kangji et al.,1998) para llevar
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a cabo la amplificacion del fragmento de 384 bp del exdn 1 del gen F12. Se disefiaron dos
sondas de hibridacién: la sonda donor “F12-FL” (marcada con fluoresceina) y la sonda
aceptor “F12-LC" (marcada con e fluoroforo LC-Red 640) (tabla 8 pagina 103 de
métodos). La zona del polimorfismo C46T estaba incluida en la sonda donante, F12-FL, la
cual tenia una secuencia complementaria a la cadena que contiene el aelo 46C. Los
portadores del aelo T generaban un descenso de emision de fluorescencia a una
temperatura de hibridacion inferior a los portadores del aelo C. Ese cambio, que produce
un cambio puntual, es suficiente para diferenciar mediante las temperaturas de hibridacion
la presencia de cada uno de los aelos en cada individuo estudiado. En nuestro estudio
obtuvimos los siguientes resultados de Tm: 70,3°C para el alelo normal 46C, 62,6°C para €
aelo 46T y en e caso de portadores heterocigotos (C/T) se observaban las dos
temperaturas (figura 3 del trabajo).

De esta manera e método resultaba fécil y especifico para e diagnéstico del
genotipo, incluso con diferentes muestras que mostraban diferencias en la eficiencia de
amplificacion usando la metodologia clasica de PCR. Es de destacar que la concordancia
entre e método convencional y este nuevo método resultd del 100%: 58 individuos eran
homocigotos para € alelo C, 38 era heterocigotos y 4 homocigotos para € aelo T.
Igualmente los resultados de las muestras secuenciadas coincidieron también con los
obtenidos por los métodos anteriores (figura 2 del trabajo).

Una de las ventgjas de este método es que permite genotipar 32 muestras en menos
de 40 minutos. Mientras que € andlisis con enzimas de restriccion requiere 2 horas para €l
proceso de amplificacidn, seguido de 16 horas para € proceso de digestion y de 2 horas
para llevar a cabo la electroforesis del producto de digestion. Asi mismo, e proceso de
digestion, comparado con e método de PCR a tiempo real, necesita varias etapas con un
procedimiento més manua que podria incrementar la posibilidad de error.

Los beneficios potenciales que puede llegar a tener un sistema de deteccién
homogéneo han sido descritos en la bibliografia y actuamente se han disefiado métodos
basados en la deteccion por fluorescencia para genotipar polimorfismos que producen €l
cambio de una base nucleotidica Kyger et al., 1998). Cuando este protocolo, que nos
permite genotipar las muestras en unos 40 minutos, 1o combinamos con un méodo de
extraccion rdpida de ADN, los resultados se pueden obtener en 60 minutos a partir de la

llegada de la muestra. Una de las ventajas de esta metodologia es que todo € proceso
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transcurre en un sistema cerrado, sin intervenciéon manua después del proceso de
amplificacion ni durante € sistema de deteccion, lo cua disminuye la probabilidad de
contaminacion de muestray errores de manipulacion de la misma.

Asi se puede concluir que esta nueva técnica es répida, fiable y minimiza el posible
error técnico. Este método de deteccion del polimorfismo C46T del gen F12 deberia

incluirse en el estudio de pacientes con trombofilia.

Trabajo n°7:
Complexity of the genetic contribution of different thrombotic risk factorsin a Spanish
thrombophilic family. Thromb Haemost. Sometido.

Hasta € momento se han descritos varios factores genéticos que influyen en la
patogénesis del tromboembolismo venoso y a menudo la aparicion de la enfermedad es
debida a la coexistencia en € mismo individuo de dos 0 més de estos defectos (Rosendaal
1999; Zoller et al., 1999). Los individuos que presentan la combinacion de varios de estos
defectos muestran un mayor riesgo de padecer trombosis que aquellos que presentan un
solo defecto Makris et al., 1997, Ehrenforth et al., 1998, trabgo n° 4 de esta tess).
Recientemente, hemos demostrado por andlisis de ligamiento y por estudio de asociacion,
que e polimorfismo C46T del gen F12 es un nuevo factor de riesgo genético para la
enfermedad tromboembdlica (Soria et al., 2002; trabagjo n° 5 de esta tesis).

El objetivo de este trabgjo fue describir un caso clinico de una paciente con
trombofilia hereditaria que era portadora heterocigota para la mutacion Factor V Leiden
(FVL) y parala mutacién PT20210A del gen de la protrombinay homocigota para € alelo
T del polimorfismo C46T del gen del F12. Esta paciente representaba € primer caso
publicado donde concurrian estos tres defectos.

Caso clinico. Paciente de 41 afios de edad que presentd una trombosis venosa profunda
proximal y distal espontanea diagnosticada por ultrasonografia. La paciente no presentaba
historia previa de tromboembolimo venoso ni arterial, pero tenia historia familiar de
trombosis. Su padre habia sufrido un episodio de trombosis venoso espontaneo a los 45
ahos de edad. Ninguno de los dos, € padre y la propositus presentaba hepatopatia o
nefropatia. La paciente recibié inicialmente heparina de bajo peso molecular (Bemiparina
(Hibor®) 10000 UNI cada dia) durante 10 diasy después un tratamiento de anticoagulacion

oral durante seis meses. Al finalizar € tratamiento, se llevé a cabo un estudio completo de
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trombofilia para investigar la presencia de factores hereditarios o adquiridos. Como
resultado del estudio observamos que la paciente era doble heterocigota para las
mutaciones FVL y PT20210A y homocigota para € polimorfismo C46T del gen del F12
(individuo 11:3, figura 1 del trabagjo). El estudio familiar mostré que su padre (1:2) y una de
sus hijas (111:2) eran también portadores de los 3 factores genéticos en el mismo estado que
la propositus (11:3). Ademés, todos sus hermanos y hermanas y otra hija eran portadoras
del polimorfismo C46T (figura 1 del trabgjo). Respecto a la mutaciones FVL y PT20210A
dos familiares (11:5y 11:6) eran portadoes heterocigotos para FVL y uno (l1-4) heterocigoto
para la PT20210A. En estudios anteriores (trabagjo n° 3 de esta tesis) se habia descrito que
los individuos portadores de la PT20210A mostraban niveles mas elevados de FlI que los
no portadores, pero en nuestro estudio sdlo lo observamos en 2 de los 4 individuos
heterocigotos para PT20210A, los dos individuos con trombosis, la propositus (139%) y su
padre (137%). Ademés en esta familia los 5 individuos portadores heterocigotos para la
mutacion FVL mostraban valores normales de RPCa (rPCA > 2,1). Sblo la propositus y €l
padre mostraban valores en € limite (PCa: 2,10 y 2,17, respectivamente) del rango de
normalidad de nuestro laboratorio (trabgjo n° 1 de esta tesis; rPCA: 2,1-3,9).

Este es € primer caso descrito de una familia con trombofilia asociada a estos
defectos combinados, incluyendo homocigosis para e aelo mutado (T/T) del
polimorfismo C46T de gen F12, la mutacion FVL y la mutacion PT20210A.
Recientemente hemos publicado como € polimorfismo C46T es un nuevo factor de riesgo
(trabajo nN° 5 de esta tesis) para la trombosis venosa pero se desconoce como interactia
cuando cosegrega con otros factores de riesgo paralatrombosis.

La enfermedad tromboembdlica es una enfermedad multifactorial y complega
(Rosendaal 1999,; Zoller et al., 1999) y la combinacion de varios defectos genéticos puede
incrementar sustancialmente € riesgo de trombosis. La familia descrita en este trabajo es
un buen gemplo, ya que coexisten 3 factores de riesgo genético en € desarrollo de la
clinica trombdtica venosa. Ademas observamos que varios miembros de la familia eran
asintomaticos, aungue eran portadores de uno o dos factores de riesgo trombético. En
algun caso e motivo podia ser la juventud de algunos familiares como era €l caso de una
de las hijas del propositus (111-2 figura 1 del trabajo).

Bl fenotipo RPCa en esta familia muestran valores normales a pesar de que 5

miembros eran portadores de la mutacion FVL. De acuerdo con € primer trabajo de esta
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tesis la RPCa es un factor de riesgo de trombosis independiente del FVL (trabagjo n° 1 de
esta tesis) ya que tal como demostramos, los pacientes con trombosis venosa mostraban
valores de rPCa inferiores respecto a los individuos del grupo control incluso después de
excluir los individuos con e fenotipo de la RPCa. Es importante destacar que los dos
individuos que presentan clinica trombética son los que muestran valores de rPCA
inferiores (PCA 2,10 y 2,17, figura 1 del trabajo). Ademas en un estudio realizado por
nuestro grupo como parte de los resultados del proyecto GAIT, se describié como la
mutacion FVL era responsable solamente del 6% de la variacion de los niveles de RPCa en
la poblacion general y que existian otras zonas como e nuevo locus en el cromosoma 18
que influia a la vez sobre € fenotipo de la RPCa, los niveles elevados de FVIII y € riesgo
alatrombosis (Soria et al., 2003).

Por consiguiente este estudio ilustra acerca de la complejidad de la contribucién
genética de los diferentes factores de riesgo trombético en una familia espafiola con
trombofilia y permite reflexionar sobre como actuar frente a los familiares afectos y
asintométicos no tratados. En el futuro se requiere estudios prospectivos para poder
optimizar la actitud a seguir en individuos no afectos de trombosis venosa que son

portadores de algun factor de riesgo genético.

Trabajon° 8:
The ABO blood group genotype and factor VIII levels as independent risk factors for
venous thromboembolism. Thromb Haemost. Sometido.

El sistema sanguineo ABO ha sido relacionado en varios estudios de asociacion con
niveles plasmaticos de FVIII (Orstavik et al., 1985, Kamphuisen et al., 1998) y VWF
(Orstavik et al., 1985) y en varios trabajos se ha analizado la relacion entre los grupos no-
O, niveles de FVIII y VWF con e tromboembolismo venoso O’'Donell et al., 1997,
Wautrecht et al., 1998, Koster et al., 1995). Recientemente, como resultado del proyecto
GAIT nosotros estimamos que la heredabilidad de los niveles de FVIII era del 40% (Souto
et al., 2000b) y demostrd, mediante un andlisis de ligamiento, que € locus del grupo
sanguineo del sistema ABO tiene efectos funcionales sobre |os niveles plasméticos de VWF
y FVIII (Souto et al., 2000c). En concreto, los individuos con € grupo no-O mostraban
unos valores de FVIII y VWF més elevados que los del Grupo O (Souto et al., 2000c).
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También observamos una correlacion genética significativa entre los niveles de FVIII y de
VWF y la susceptibilidad a la trombosis (Souto et al., 2000a).

Considerando los datos previos aportados por el proyecto GAIT, el objetivo de este

trabgjo fue investigar en un estudio caso-control (ver métodos, pagina 71) la posible
asociacion de las variables, grupo sanguineo del sistema ABO, niveles de FVIII y niveles
de VWF respecto a la trombosis venosa en poblacion espafiola. Hay que destacar que el
grupo sanguineo lo analizamos mediante e estudio del genotipo ABO, en lugar del
fenotipo. El genotipo es més informativo porque permite distinguir entre 6 tipos de
individuos (OO, OA, OB, AB, AA, BB) mientras que €l fenotipo sélo permite distinguir 4
tipos de individuos (O, A, B, AB).
Niveles de FVIII, de VWF y Grupo del sistema ABO. En primer lugar observamos que
los niveles de FVIIlI y VWF era significativamente més elevados (p<0.0001) en individuos
con e genotipo no-O que en aquellos con & genotipo Grupo O (tabla 1 del trabajo). No
habia diferencias entre los Grupos A, B y AB y tampoco encontramos diferencias entre los
nivelesde FVIIl y vVWF entre individuos homocigotos y heterocigotos (AA versus AOy BB
versus BO). Un dato importante observado en este trabajo fue que los individuos con €l
genotipo A,O mostraban niveles de FVIII y de VWF inferiores a aquellos individuos con
otros Grupos A y similar que el Grupo O. También observamos como los niveles de FVIII
y VWF eran mas elevados (p<0,002) en individuos del Grupo A con e genotipo A1 (A1A,
A1A, ALO1, AO,), del Grupo B y del Grupo AB que aquellos individuos con e genotipo
A>0O 0 OO (tabla 1 del trabgjo).

El Grupo O era més frecuente en los controles que en los pacientes (44,3% respecto
23,3%; diferencia de un 21,1%; 1C 95%: 13,0-29,3%). Sin embargo, € Grupo A era més
frecuente en los pacientes que en los controles (59,2% respecto 41,8%; diferencia del
17,7%, 1C 95%: 9,1-26,4) especialmente en aquellos que eran portadores del alelo Al
(55,4% respecto a 34,4%; diferencia de 21,0%, IC 95%: 12,4-29,6). No observamos
diferencias significativas entre los Grupos B y AB, pero e Grupo AB era menos frecuente
en los controles que en los pacientes (tabla 2 del trabagjo). Los pacientes con trombosis
venosa mostraban niveles de FVIII més elevados que los controles (200,1+75,9% respecto
151,9457,7%). Esta diferencia no era atribuible al efecto del grupo sanguineo ya que
cuando se analiz6 en funcion del grupo sanguineo, se encontraron también diferencias

entre los niveles de los pacientes respecto a los controles. Esta diferencia era més evidente
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en los individuos con & grupo O y A2O. La figura 1 dd trabgo muestra los niveles de
FVIII en funcidén del grupo sanguineo. Los niveles de VWF eran més elevados en los
pacientes que en los controles (154,9+ 64,2% versus 134,2 +56,2) y los niveles méas
elevados lo mostraban también los individuos con grupo no-O.

Riesgo de trombosis. Al estudiar e riesgo de trombosis de los diferentes grupos
sanguineos encontramos que los individuos no-O asociaban un mayor riesgo de trombosis
(OR: 2,6; IC 95%:1,8-3,8) que aguellos individuos con Grupo O. Cuando comparabamos
el Grupo O respecto a Grupo A, €l riesgo de trombosis se mantenia sin cambios (OR: 2,7),
probablemente porque e Grupo A sea el principal grupo responsable del riesgo. Ademas,
s excluiamos los individuos con € genotipo A;O del Grupo A, €l riesgo de padecer
trombosis de los individuos con € alelo A; incrementaba ligeramente (OR: 31).
Considerando € grupo A2O y € Grupo O juntos, € riesgo era similar (OR: 3,1). Estos
resultados indican que €l alelo A; es responsable del riesgo a padecer trombosis y que €l
genotipo A,O se comporta como & Grupo O. No observamos diferencias entre los grupos
AB y B, probablemente porque estos grupos sanguineos son poco frecuentes en nuestra
poblacion.

Cuando realizdbamos e caculo del riesgo que suponia € Grupo sanguineo
mediante € guste por FVIII y VWF en un andlisis por regresion logistica, € riesgo de
trombosis para los grupos no-O (OR: 2,6; 1C95% 1,8-3,8) o para los portadores del alelo
A1 (OR: 3.1; IC 95%: 2,0-4,7) respecto al Grupo O se mantenian significativos, OR: 1,7 y
OR: 2,0 respectivamente (tabla 3 del trabgjo). Sin embargo €l riesgo del VWF (niveles
>162%, percentil 90; OR: 2,8 IC 95%: 1,7-4,8) desaparecia después de gjustar por € tipo
de grupo sanguineo (OR: 0,6 IC 95%: 0,3-1,3), mientras que € FVIII (niveles >190%; OR.
9,5 IC 95%. 4,9-18,3) permanecia similar (OR: 9,5). Finalmente analizamos los niveles de
FVIII elevados ( percentil 90: 232%) y de VWF (percentil 90: 202%) y grupo sanguineo
(como grupo no-O respecto grupo O) en una regresion logistica gustando por otros
factores implicados en la trombofilia (AT, PC, PS, la mutacion PT20210A, €
polimorfismo C46T del gen F12 y la RPCa). Los resultados mostraron como €l riesgo de
trombosis debido a los niveles elevados de FVIII (OR: 3,7) y los grupos no-O (OR: 2,1)
permanecian significativos. El riesgo atribuido a los niveles de VWF desaparecia después
del gjuste. Por otro lado al incluir en el andlisis la RPCa, el riesgo atribuido a los niveles
elevados de FVIII disminuia ligeramente (3,2; 1C 95%: 1,7-5,4) mientras que € riesgo de

202



Isabel Tirado RESUMEN DE RESULTADOS'Y DISCUSION

los grupos no-O permanecia sin cambios. Ademés observamos que € riesgo de los niveles
de FVIII era continlio, de manera que los pacientes con niveles més elevados, mostraban
mas riesgo (tabla 3 del trabajo). Al analizar la trombosis recurrentes observamos como los
pacientes con niveles superiores a 232% (percentil 90) mostraban dos veces mas riesgo
(OR 2,3; IC 95%: 1,3-4,1) de recurrencia que aquellos con los niveles mas bagjos,
corroborando los resultados descritos por otros grupos (Kraaijenhagen et al., 2000; Kyrle
et al., 2000). Segun los resultados de nuestro estudio, € punto de corte de 232% en los
niveles de FVIII plasméticos, podria representar un valor de relevancia en la préctica
clinica en nuestro medio.

Cuando teniamos en cuenta € gjuste del andlisis con € fenotipo de la RPCa, €
riesgo debido a FVIII disminuia ligeramente, sugiriendo una correlacion entre los dos
rasgos. Estos resultados verifican los resultados obtenidos por nuestro grupo que
localizaron un nuevo locus en e cromosoma 18 que influye a la vez sobre € fenotipo de la
RPCa, los niveles elevados de FVIII y € riesgo a la trombosis (Soria et al., 2003). Sin
embargo, aunque se gjuste por la RPCa e riesgo de los niveles de FVIII sigue siendo de
hasta 3 veces méas (OR: 3,1) sugiriendo que existen otros efectos genéticos que subyacen
para estos dos fenotipos.

En e caso de los niveles del VWF €l riesgo observado desaparecia a gjustar por el
grupo del sistema ABO en los andlisis, apoyando los resultados del proyecto GAIT donde
se observo que los niveles de VWF estaban asociados a grupo ABO (Souto et al., 2000c).
Los niveles elevados de VWF encontrados en los pacientes en el estudio caso-control
podrian ser debidos a la ata proporcion de los grupos no-O en los pacientes respecto a los
encontrados en € grupo control.

Recientemente se ha descrito por O’'Donell et al (O'Donell et al., 2000) una
posible explicacion del mecanismo fisiologico de la asociacion de los niveles del VWF con
el grupo sanguineo ABO, basada en que € VWF es una glicoproteina complegja que tiene
estructuras gque incluyen residuos de oligosacaridos similares a las que estan presentes en
las moléculas del grupo sanguineo. El grupo sanguineo ABO podria estar afectando a la
concentracion de VWF por una modificacion en e proceso de eliminacion o € de
catabolismo de VWF. Los delos A y B del locus ABO codifican para las correspondientes
glicosiitransferasas A y B, convirtiendo el antigeno precursor H en determinantes A y B

por conjugacion de monosacaridos. El Grupo O no presenta este enzima transferasa y por
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ello expresa solo la estructura H basica. En nuestro estudio de asociacion encontramos que
los niveles de FVIIT 'y vVWF son significativamente més altos en pacientes con AjA; que en
aquellos con A,O; 0 OO, corroborando los resultados descritos por O'Donell et al
(O’'Donéll et al., 2002), donde describieron que los niveles de la actividad transferasa en
los individuos con A;O eran més bgjos. En este estudio demostraron que € alelo A; diferia
del A; por una delecion producida en la zona del codédn stop, dando lugar a una molécula
de trasferasa mas larga y menos €ficiente en convertir la estructura H basica en antigenos
del Grupo A. Ademas observaron como la cantidad del antigeno A expresado por unidad
de VWF era significativamente mas dtaen AjA1 y A1O1 queen A,O;. Nuestros resultados
confirman estos datos ya que los individuos con A;O presentan niveles similares de FVIII y
VWF que aguellos con e grupo O. Por otro lado una eliminacién diferente de la proteina
del VWF podria explicar la variabilidad de los diferentes niveles de VWF encontrados entre
los grupos del sistema ABO. Recientemente, Bowen (Bowen 2003) publicé un trabajo
donde mostraba como e Grupo del sistema ABO influia en la actividad del enzima
ADAMTS-13 (tipo metaloproteasa) en su accion proteolitica sobre la molécula VWF. En
este trabagjo Bowen describio como la susceptibilidad del VWF a ADAMTS-13 disminuia
en funcion del grupo sanguineo, en concreto en el orden: O >B >A = AB. De esta manera
los grupos que incluian A mostraban un mayor efecto protector sobre e VWF y como
resultado incrementa sus niveles plasmaticos.

En conclusién, nuestro estudio confirma que los niveles de FVIII y & grupo
sanguineo tipo no-O, probablemente aquellos portadores del alelo Al, son factores
independientes de riesgo del tromboembolismo venoso en la poblacion espafiola. De este
modo, los niveles de FVIII y la presencia del alelo Al deberian ser considerados en la
evaluacion de los pacientes con trombofilia, y en e caso del FVIII, puede ser

especialmente Util paravalorar € riesgo de trombosis recurrente.
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Los estudios redlizados que forman parte de esta tesis, han investigado diversos
aspectos fenotipicos, genéticos y clinicos relacionados con las anomalias hereditarias que
se han asociado a la enfermedad tromboembdlica. Actualmente, la trombofilia hereditaria se
consdera como una enfermedad multifactoriad y compleja en la que interactan multiples
genes entre si y a la vez con factores ambientales (Rosendaal 1999; Bertina 2001). Estas
interacciones generan en cada individuo un gradiente de predisposicion a padecer trombosis,
o lo que es lo mismo, determinan la susceptibilidad a desarrollar episodios trombdticos
(Rosendaal 1999, Bovill et al., 1999).

Pese a los grandes esfuerzos invertidos en la Ultima década en d estudio de la
enfermedad trombdtica, nuestros conocimientos sobre la base molecular de esta patologia son
aln escasos, més S se tiene en cuenta que en & 60% de la predisposicion a la trombosis es
atribuible a factores genéticos (Souto et al., 2000b). Para ilustrar esta Situacion basta recordar
los resultados obtenidos en un estudio multicéntrico redizado en nuestro pais, € estudio
EMET (Estudio Multicéntrico Espafiol de Trombofilia). Estudio en € que participaron 2.154
pacientes consecutivos, no seleccionados, con tromboembolismo venoso en cuaquier
localizacion y se observo que sdlo € 12,85% de |os casos presentaban algun defecto conocido
(Mateo et al., 1997). Ademas, estos factores genéticos de riesgo trombdtico solo se
identificaban, en € meor de los casos y dependiendo de la poblacidn estudiada, en € 60% de
las familias con trombofilia (Mateo et al., 1998).

Uno de los objetivos actuales es identificar |os factores genéticos de riesgo trombdético
en € 40% de las familias restantes, portadoras de trombofilia inexplicada o idiopética ya que
no presentan ninguno de los factores biologicos conocidos asociados a la enfermedad
tromboembdlica. Una vez identificados estos factores se ha de estudiar y determinar la
contribucidn de los mismos, a riesgo de padecer la enfermedad en nuestro medio.

Teniendo en cuenta esta componente multifactorial y compleja de la enfermedad
tromboembdlica, hemos abordado € estudio de sus causas genéticas desde diversos
enfoques metodologicos a partir del disefio de diferentes estudios (ver figura n°7). Este
enfoque con estudios complementarios constituye, en su conjunto, la base fundamental en
la que se sustentan los mas avanzados andlisis de las enfermedades complejas Almasy y
McCluer, 2002).

El esquema genera gque nos planteamos en este trabajo es un proceso continlio

desde el punto de vista tedrico, aunque puede desarrollarse paralelamente desde el punto de

207



Isabel Tirado DISCUSION CONJUNTA

vista metodolégico. La primera fase, incluye la identificacién de nuevos factores genéticos
de riesgo tromboembdlico a partir de un andlisis de ligamiento genético realizado en
familias con trombofilia idiopatica (proyecto GAIT). Esta fase, y como trabajo de esta
tesis, nos ha permitido aportar la primera evidencia genética que la mutacién PT20210A en
el gen de la protrombina es un factor de riesgo tromboembdlico. Ademas, gracias a esta
estrategia, hemos podido analizar otros factores genéticos de riesgo trombético en nuestros
estudios posteriores, todos ellos identificados como parte de los resultados del proyecto
GAIT. Por gemplo, destacariamos €l grupo sanguineo del sistema ABO (Souto et al.,
2000c) o @ polimorfismo C46T en e gen del F12 (Soria et al., 2003). En una segunda
fase, anadlizamos € riesgo de trombosis venosa asociado a cada uno de estos factores
genéticos y su prevalencia en nuestra poblacion, mediante un estudio de asociacion caso-
control. En tercer y ultimo lugar, analizamos la posible interaccion entre dos 0 mas factores
genéticos de riesgo tromboembdlico, mediante el estudio retrospectivo de asociacion en
familias con trombofilia asociadas a algiin defecto conocido. Este tipo de estudio permite
demostrar €l efecto sinérgico de alguno de estos factores en € riesgo de trombosis, como
es € caso de la asociacion de la mutacion FVL a las deficiencias de AT, PC o de PS.
Paralelamente, en los dos estudios anteriores (caso-control y en el de asociacion en
familias) analizamos la interaccion de estos factores genéticos con factores ambientales
(por gjemplo, el uso de anticonceptivos orales).

Esta estrategia global, con diferentes enfoques metodol 6gicos para abordar € estudio
de una enfermedad complega, supone un cambio radical en la estrategia actua para estudiar la

trombofilia hereditaria
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Figura n° 7. Disefio de la estrategia utilizada para abordar el estudio de la trombofilia

hereditaria.
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El estudio de la trombofilia, antes de la actual revolucién en € analisis gendémico y
de los avances en estadistica genética y en computacion, se basaba en dos tipos de
enfoques metodol 6gicos. El primero basado en la asociacion de la clinica trombdtica con
fenotipos funcionales, principalmente deficiencias hereditarias seleccionadas sobre la base
de su defecto en la formacién o degradacion de la fibrina en e contexto del balance
hemostatico. Este disefio ha sido Util para identificar y analizar 1os genes responsables de
las deficiencias de AT, PC o PS. Sin embargo, fue més dificil llegar a identificar € factor
genético responsable del fenotipo RPCa.

Y € otro enfoque, estudios de asociacion caso-control, basicamente investiga la
frecuencia de factores de riesgo en individuos sanos (controles) y enfermos (casos) no
emparentados entre elos. En redidad estos estudios solo son Utiles para analizar fenotipos
relacionados directamente con la enfermedad o en la vaoracion de factores genéticos
conocidos, como son los polimorfismos descritos en genes estructurales que codifican paralas
proteinas de la hemostasia.

Asi, en 1993 Dahlback y et al (Dahlbéck et al., 1993), identificaron un fenotipo
implicado en la trombofilia. Este defecto, la RPCa, producia una disminucién en la
respuesta anticoagulante de la PC activada (Dahlback et al.,1993). Después de una
cuidadosa seleccion de genes candidatos a partir de una solida base fisiol 6gica, seguido de
un andlisis de ligamiento genético en unafamilia con e fenotipo de RPCa, se demostré que
este fenotipo estaba causado por una mutacion en e exén 10 del gen F5 (G1691A).
Concretamente, una sustitucion de la Arg506 por Gln, conocida como mutacion FVL
(Bertina et al., 1994).

Como parte de esta tesis analizamos e fenotipo RPCa en nuestro estudio caso—
control, debido a que habia una evidencia previa de funcionalidad fisiologica. Los
pacientes con RPCa mostraban un incremento de riesgo de trombosis de mas de 6 veces
respecto a los controles, resultados similares a los obtenidos en otros estudios en otras
poblaciones (Lensen et al., 2000; Middeldrop et al.,1998; Hille et al., 1997). Sin embargo,
se observd por primera vez cdmo estos pacientes, independientemente de si eran
portadores de la mutacion FVL o no, mostraban una clara disminucion de RPCa respecto a
los controles. Estos resultados fueron confirmados ese mismo afio por € grupo de De
Visser et al (De Visser et al., 1999). Es de destacar, que nuestros resultados mostraban una

relacion inversa entre los valores de medidas de la RPCa (ratio rPCA) y el riesgo a padecer
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trombosis venosa, que se mantenia después de excluir los individuos con un claro fenotipo
de RPCa patologico. Esto implicaba la posibilidad de la existencia de otros factores
genéticos o adquiridos que podian estar contribuyendo a esa respuesta andmala a la PCa.
Esta hipdtesis ha sido recientemente confirmada por nuestro grupo como parte de los
resultados obtenidos en el proyecto GAIT Soria et al. (Soria et al.,2003) donde se ha
descrito un nuevo QTL en e cromosoma 18 que influye sobre e fenotipo de la RPCa 'y
sobre los niveles plasméticos de FVIII y que presenta una clara relacion con la
susceptibilidad a padecer trombosis venosa. En este QTL del cromosoma 18 relacionado
con € fenotipo de la RPCa no existe ningin gen candidato relacionado con la trombosis,
por ello este nuevo locus parece representar un nuevo factor de riesgo trombético. Por otro
lado, € fenotipo de la RPCa también podria estar causado por mutaciones en lugares
criticos del gen F8, sin embargo hasta el momento no se han identificado mutaciones en
este gen en pacientes con trombofiliay RPCa (Laney Grant 2000).

En este mismo estudio del andlisis del fenotipo RPCa, nuestros resultados
mostraron que los tiempos de APTT fueron inferiores en los pacientes que en |os controles
y estaban inversamente correlacionados con la edad, s bien las razones de APTT y de
RPCa se mostraron independientes. Una de las posibles explicaciones del porqué las
razones de APTT eran inferiores se ha podido constatar con posterioridad, ya que los
pacientes con trombosis muestran cifras de FVIII superiores (Kamphuisen et al.,1999;
Rosendaal 2000) y este factor es uno de los mas influyentesen € APTT.

Otro de los objetivos planteados en este trabajo fue establecer la prevalencia de la
RPCa en nuestro medio que, tras excluir pacientes con anticoagulante tipo IUpico, era de un
12,8 % en pacientes y del 3,9 % en e grupo control. Por otro lado, la prevalencia de la
mutacion FVL fue del 9,1 % en los pacientes y 1,9% en controles. La medida de la RPCa,
ademas de ayudar en la deteccion de portadores de la mutacion FVL, puede ser de utilidad
para evaluar € riesgo de trombosis, ya que observamos una correlacion continda e inversa
entre las cifras de RPCa y € riesgo trombotico. Estos datos concuerdan con la intensa
correlacion genética entre la RPCa y latrombosis estimada en e proyecto GAIT, indicando
que algunos de los genes que estén influyendo en la variacién cuantitativa de este fenotipo
también influyen en la susceptibilidad a la trombosis (Soria et al., 2003).

Otro resultado relevante, a partir de nuestro estudio, es que otros polimorfismos del

gen F5 localizados en € exén 13 (dominio B de la molécula del FV) no tenian ningun
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papel funciona sobre las variaciones de los niveles de FV o sobre e fenotipo de la RPCa
en la poblacion espafiola. Estos resultados se obtuvieron a partir del estudio exhaustivo de

una familia del proyecto GAIT, que presentaba una delecion de toda esta region del gen
F5. En estudios previos se habia descrito que las ateraciones en € dominio B de la
molécula del FV producian una disminucion de la actividad del FV y podian llegar a
producir una pérdida de funciones procoagulantes o anticoagulantes en la proteina del FV

(Kane et al., 1990). Sin embargo, €l alelo portador de la delecidon (3997-4104EX13) del

exon 13 expresaba proteina, dando como resultado una proteina de FV funcional.

Hipotéticamente, esta delecion podria tener un papel relevante ya que incluia entre otras
variantes genéticas € polimorfismo A4070G (ex6n 13 del gen F5) asociado previamente al

fenotipo de la RPCa (Bernardi et al.,1997) y a una disminucion leve de los niveles de FV

(Lunghi et al., 1996). Clinicamente, incluso se habia descrito que los portadores del alelo

4070G presentaban un incremento del riesgo a padecer trombosis venosa (Alhenc-Gelas et

al.,, 1999). Sin embargo, nuestro estudio no corroboré ninguno de estos resultados,

demostrado las limitaciones de los estudios de asociacion, en la determinacion de la
importancia de variantes genéticas, de las cuales no se tiene informacion previa de su
funcionalidad fenotipica (Weiss et al., 1993).

En los métodos clasicos de estudios caso-control, cuando se analiza uno o varios
polimorfismos conocidos, se esta asumiendo que son funcionales pero la mayor parte de la
variabilidad en esos genes candidatos es desconocida. Muchas veces no existe ninguna
evidencia fisiologica o bioquimica de que e polimorfismo analizado sea funcional
(Gambaro et al., 2000). En cambio, este tipo de estudios de asociacidn son una herramienta
indispensable para, una vez identificada la variante genética que esta implicada en la
enfermedad, poder determinar la implicacion sobre e riesgo de la enfermedad en nuestro
entorno (Almasy y McCluer, 2002).

En nuestra estrategia global hemos utilizado los resultados provenientes del
proyecto GAIT como base cientifica, para analizar 1os nuevos factores genéticos de riesgo
tromboembdlico identificados a partir de este estudio. El proyecto GAIT se basa en €
andlisis de ligamiento genético en estudios familiares, que permiten demostrar la
cosegregacion dentro de una familia con una enfermedad de las variantes genéticas
responsables. Este tipo de estudio genera resultados que pueden llegar a establecer

relaciones inequivocas de causa-efecto. También permiten analizar genes candidatos, y a
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diferencia de los estudios de asociacién, permiten detectar genes desconocidos implicados
en el riesgo a padecer la enfermedad (Weiss 1993; Almasy y Blangero 1998; Blangero et
al., 2003). Esta estrategia es la Unica que permite localizar las regiones cromosomicas
(loci) que contienen genes que influyen en la variabilidad del fenotipo bajo estudio (QTL).
Sin embargo, una de las limitaciones de los andlisis de ligamiento es que una vez
identificado el factor genético, no puede cuantificar e riesgo a padecer la enfermedad que
ese factor confiere a los portadores. Tampoco puede cuantificar la prevalencia en
individuos afectos, ni estimar posibles interacciones gen-gen o gen-ambiente. ES aqui
donde los estudios de asociacion pueden responder a todas estas cuestiones. Por o tanto,
dentro de la estrategia global utilizada en este estudio, ambos disefios son complementarios
(ver figura 7).

El resultado de esta tesis doctoral que mejor muestra la estrategia global utilizada es
el andlisis de la variante alélica C46T en el gen F12. De todos los fenotipos analizados en
el proyecto GAIT, los niveles de FXII en plasma mostraron una de las heredabilidades mas
dtas (67%) y una correlacion genética con la enfermedad tromboembdlica (Souto et al.,
2000b). Estos resultados mostraron la gran importancia de los factores genéticos en la
determinacion de la variabilidad de esta proteina en plasma, y mucho més relevante,
algunos de estos factores genéticos determinarian al mismo tiempo la variabilidad de los
niveles de FXII y 6l riesgo trombdtico (Souto et al., 2000b). De esta manera, los resultados
obtenidos en € andlisis de ligamiento genético posterior, han permitido demostrar que €l
gen estructural F12 estd implicado en la variabilidad plasmatica de los niveles de FXIl y en
la susceptibilidad a la trombosis. Ademés, la variante genética C46T localizada dentro del
gen F12, mostré una sefial de ligamiento altamente significativa, demostrando de manera
inequivoca que e polimorfismo C46T determina a mismo tiempo la variabilidad de los
niveles de FXI11 y e riesgo trombdtico (Soriaet al., 2002).

Kangji y colaboradores Kangji et al., 1998) demostraron, mediante un ensayo in
vitro de andlisis de trascripcion/traduccion, como la cantidad producida de FXII era
inferior a partir de ADNc gque contenia de alelo 46T que e que se producia a partir del que
contenia € alelo 46C. Probablemente debido a que este polimorfismo se encuentra situado
cerca de la sefial de inicio de traduccién de proteina (metionina inicial), produciendo un

inicio alternativo y dando lugar a un coddn stop después de la traduccion de tan sdlo tres
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aminoécidos, generando una proteina truncada no funcional. Este estudio demostraba que
el polimorfismo C46T erafuncional y afectaba directamente a los niveles de FXII.

Para profundizar en la implicacion de este polimorfismo C46T en e riesgo
tromboembdlico, el siguiente paso, como en el resto de factores genéticos presentados en
este trabajo, ha sido analizar su prevalencia y € riesgo de trombosis en la poblacion
espafiola mediante un estudio caso-control. Los resultados obtenidos mostraron como
individuos homocigotos mutados (T/T) para este polimorfismo C46T del gen F12,
presentaban un riesgo casi 5 veces superior de padecer trombosis venosa. Asi, sobre la base
de estos resultados parece prudente plantearse la posibilidad de afiadir este nuevo factor de
riesgo genético, € polimorfismo C46T, a lalista de los factores de riesgo que actualmente
se conocen y se analizan para el estudio de los pacientes con trombosis venosa.

El FXII es una serinproteasa del sistema de contacto que juega un papel en los
sistemas de coagulacion y fibrinolisis. Desde que se describid que € FXlla actuaba como
activador del plasmindgeno (Braat et al., 1999), se ha observado que la disminucion de
niveles plasmaticos de FXII podria desencadenar una trombosis como resultado de un
sistema fibrinolitico deficiente. Sin embargo, la funcion biologica del FXIl es
controvertida y faltan por conocer muchas de las reacciones en las que interviene. En
nuestro estudio, observamos que los niveles plasméticos bajos de FXII (<71%) mostraban
una tendencia a incrementar €l riesgo de trombosis. Se requieren otros estudios para poder
llegar a definir la prevalencia y los niveles de FXII en otras poblaciones, asi como la
implicacion en € riesgo de trombosis del polimorfismo C46T. Actuamente nuestro grupo
est4 llevando a cabo el estudio de la posible interaccidn de este polimorfismo C46T en el
grupo de familias con trombofilia que asocian un defecto conocido, como son las
deficiencias de AT, PC, PS, mutaciones del FVL y la PT20210A.

Debido a la relevancia en la clinica trombdtica del polimorfismo C46T en e gen
F12 en nuestro entorno, nos planteamos la necesidad de desarrollar un método répido,
sencillo y reproducible para poder llevar a cabo su genotipacion. El método elegido fue €
termociclador en tiempo rea (LightCycler PCR, Roche). Esta técnica se valido respecto al
método convencional, de andlisis de fragmentos de longitud polimérfica con el enzima de
restricciéon endonucleasa Snal. Los resultados obtenidos por este nuevo método
demostraron una elevada fiabilidad. Cuando este método se asociaba a una extraccion

rapida, el resultado se podia obtener en 60 minutos desde la llegada de la muestra, en
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contraposicion a las 48 horas del método clasico mediante enzima de restriccion. Este
nuevo método puede ser muy Util para € trabgjo de andlisis rutinario en un laboratorio
convencional.

Otro resultado relevante de este trabajo donde se ilustra la complementariedad de
nuestro enfoque metodoldgico, es € estudio de la mutacion PT20210. Previamente a
nuestro estudio, se habia anadizado € gen de la protrombina como uno de los genes
candidatos a explicar e riesgo de trombofilia. Este andisis se reaiz0 secuenciando las
regiones codificantes y los extremos 5 y 3 del gen en propositi de familias con
trombofilia inexplicada. Gracias a esta estrategia, se identificO la variante aélica
PT20210A en laregion 3' del gen de la protrombina (Poort et al., 1996). En € posterior
estudio de asociacion, se observé que la frecuencia de este polimorfismo era més ata en
pacientes con trombofilia que en controles sanos (Poort et al., 1996). Recientemente, como
resultado del andlisis de ligamiento genético en las familias del proyecto GAIT, y como
parte de esta tesis, determinamos que es esta mutacion PT20210A, y no otra alteracion
genética en desequilibrio de ligamiento con €lla, la que determina la variabilidad de los
niveles de protrombina y en la susceptibilidad a la trombosis. Con este andlisis hemos
demostrando estadisticamente que la variante genética PT20210A es funcional, aunque su
mecanismo fisiopatolgico es actualmente desconocido. A partir de estos datos, y con la
certeza que esta variante alélica esta implicada directamente en el riesgo tromboembadlico,
pudimos determinar en el estudio caso-control que este polimorfismo representa un riesgo
de hasta 4 veces superior (OR: 4,1) de desarrollar un accidente tromboembdlico en los
portadores de esta variante alélica.

Para profundizar en € andlisis de la implicacion de la PT20210A en €l riesgo de
padecer trombosis, € siguiente paso fue analizar esta mutacion en familias trombofilicas
portadoras de otros defectos genéticos implicados en e riesgo de trombosis. Es
precisamente en este tipo de estudios donde, a lo largo de los dltimos afios, se demuestra
que la enfermedad tromboembdlica es un rasgo complgo. De manera que diferentes
mutaciones, en diferentes genes, pueden contribuir a riego de padecer la enfermedad, pero
pueden mostrar diferentes tipos de fenotipos clinicos como son, trombosis venosa
profunda, embolismo pulmonar, tromboflebitis superficial etc. Bertina 2001). Ademés, a
partir de estudios de asociacion en familias con trombofilia con deficiencias asociadas de

AT, PC o PS, se ha podido observar como la penetrancia de la enfermedad es incompleta
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de manera que, en aguellos individuos portadores de una determinada mutacion, su
expresion clinica depende de la presencia de otros factores genéticos o ambientales (Zoller
et al., 1998; Martinelli et al., 1998a). En genera, en estas familias se observan varias
posibilidades, por un lado individuos sintomaticos portadores de un defecto asociado, y por
otro, individuos portadores de este defecto y que hasta é momento del estudio son
asintométicos. También se observan familiares de estos individuos que presentan clinica
trombdtica pero que no son portadores del defecto que cosegregan en esta familia,
indicando la presencia de otros factores genéticos de riesgo tromboembdlicos sin
identificar. Desde el punto de vista clinico, los individuos portadores de dos 0 més defectos
muestran més riesgo de trombosis y la presencia de clinica trombdtica sucede a una edad
més temprana respecto a los individuos de la misma familia que asocian un solo defecto
(Bertina 2001). Estos resultados se observan de manera independiente a defecto genético
asociado a riesgo a padecer la enfermedad.

El estudio que hemos realizado como parte de este trabgo, incluia familias con
trombofilia que asociaban defectos como AT, PC, PS, la mutacién FVL o la mutacion
PT20210A. Los objetivos del estudio, eran analizar € riesgo trombético de estos defectos
de manera aislada y estudiar €l riesgo que podia llegar a producir a interaccionar cada uno
de estos defectos con la mutacion FVL o la mutacion PT20210A.

En primer lugar, se observé una mayor prevalencia de estas mutaciones en estas
familias en comparacién con la frecuencia observada en la poblacién generd,
probablemente debido a que los individuos que presentan méas de un factor de riesgo
asociado presentan mas clinica trombética y tienen més posibilidades de ser estudiados. En
segundo lugar, nuestro estudio fue € primero que analizo familias con trombofilia que
asociaban la mutacion PT20210A como defecto aislado y las comparaba con € riesgo a la
trombosis en familias que asociaban otros defectos. Una de las principales observaciones
fue que las familias que asociaban la mutacién PT20210A, era € grupo gue presentaba un
riesgo inferior (OR: 4,2) respecto a familias con AT (OR:10,6), PC (OR:6,4), PS (OR:7,6)
y FVL (OR:6,2). También observamos como las familias con la mutacion de la PT20210A
de forma aislada, presentaban menos frecuencia de trombosis recurrentes que €l resto de
familias con otros defectos. En tercer lugar, pudimos andizar e efecto aditivo que se
producia cuando coexistian varios factores de riesgo en un mismo individuo. Asi

observamos un incremento de riesgo en aquellas familias con deficiencias en AT, PC 0 PS
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gue asociaban la mutacion FVL, respecto a las que mostraban sblo la deficiencia de AT,
PC o PS de forma aislada. Nuestros resultados fueron similares a los obtenidos por otros
grupos en otras poblaciones (Van Boven et al., 1996; Koeleman et al., 1995). En cambio,
en e caso de la interaccion de la mutacion PT20210A, ésta mostraba un incremento de
riesgo al asociarse con deficiencias de AT, de PS o con la mutacion FVL respecto alas que
presentan AT, PS o FVL de manera aidada y no mostraba incremento de riesgo a
asociarse con la deficiencia de PC. La falta de interaccion entre la mutacion PT20210A y
la deficiencia en PC también se ha observado en otros estudios realizados por otros grupos
(Bertina 2000). Estos resultados son interesantes ya que demuestran que no todas las
combinaciones de factores genéticos llegan a mostrar interaccion e indican que
seguramente la mutacion PT20210A representa un factor de riesgo més débil que la
mutacion FVL.

En este tipo de estudios de asociacion en familias se puede andizar la interaccion
de los factores genéticos con los diferentes factores ambientales. Asi, y de acuerdo con los
datos descritos por otros grupos (Helmerhorst et al., 1997), nuestros resultados mostraron
una asociacion entre e uso de anticonceptivos orales y mayor riesgo de trombosis venosa
en las mujeres portadoras de las mutaciones FVL y la PT20210A. Basandonos en estos
datos, creemos que seria adecuado € andlisis de ambas mutaciones en aquellas mujeres
gue quieran iniciar €l uso de anticonceptivos orales y que pertenezcan a una familia con
trombofilia.

Otro dato clinicamente relevante, es que la coexistencia de las mutaciones FVL y
PT20210A asociadas a otro defecto tienden a incrementar e riesgo de trombosis
recurrentes (De Stefano et al., 1999). En este sentido, nuestro estudio confirma la mayor
frecuencia de trombosis recurrente en familias portadoras de més de un defecto.

Como parte de este trabajo, presentamos la primera familia con trombofilia que
asociaba el polimorfismo C46T del gen F12 a otros defectos. En concreto la propositus es
doble heterocigota para la mutacion FVL y la PT20210A y homocigota para el aelo T del
polimorfismo C46T. Esta familia representa un claro gemplo de la enfermedad
tromboembdlica como rasgo multifactoria y complegjo. Los valores del fenotipo RPCa en
esta familia, mostraron valores normales, a pesar de ser portadores de la mutacién FVL.
Estos datos corroboran los resultados obtenidos en e primer trabgjo de esta tesis, donde

demostramos que la RPCa es un factor de riesgo de trombosis independiente del FVL.
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Finalmente, esta familia muestra uno de los principales problemas de la medicina actual
cuando se analizan factores trombofilicos en pacientes con trombosis venosa: |a duracion
del tratamiento y la necesidad de profilaxis en determinadas situaciones de riesgo Bauer
2003). Se requieren estudios prospectivos, de los nuevos factores de riesgo genéticos
descritos, para vaorar s los individuos asintométicos, con algun defecto asociado a
trombofilia, requieren o no algin tratamiento de profilaxis en determinadas situaciones de
riesgo (Bauer 2003).

De manera similar a los factores anteriormente citados en esta memoria, se
analizaron los niveles de FVIII, los niveles del VWF y se determind e grupo sanguineo del
sistema ABO en nuestra poblaciéon. Desde 1960, muchos trabgjos han evidenciado la
relacion entre e grupo sanguineo del sistema ABO y los niveles de FVIII y de VWF
mediante estudios de asociacion (Osrtavick et al., 1985; Koster et al., 1995,). Como parte
del proyecto GAIT, se demostro la ata heredabilidad de los niveles plasmaticos de FVIII
(40%) y d efecto funcional que € locus ABO tenia sobre los niveles de VWF y FVIII
(Souto et al., 2000c). También, se establecio la alta correlacion genética entre los niveles
de FVIIl y VWF, y la susceptibilidad ala trombosis (Souto et al., 2000b).

A partir de estos datos estudiamos la prevalenciay € posible riesgo trombético que
representa cada uno de estos tres factores (niveles de FVIII, niveles de VWF y grupo
sanguineo del sistema ABO) en poblacion espariola..

En primer lugar, observamos que los niveles elevados de FVIII y vVWF eran mas
frecuente en pacientes con trombosis que en el grupo control, corroborando |os resultados
obtenidos por otros grupos (Koster et al., 1995). A diferencia de otros estudios, analizamos
el grupo del sistema ABO mediante andlisis del genotipo en lugar del fenotipo, ya que era
més informativo y permitia distinguir entre 6 tipos de individuos (OO, OA, OB, AB, AA,
BB) mientras que el fenotipo sdlo permite distinguir 4 tipos de individuos (O, A, B, AB).
Nuestros resultados indican que los grupos no-O son mas frecuentes en pacientes que en
controles y, especificamente, los del Grupo A con € aelo A;. Por otro lado, observamos
que los individuos con € genotipo A,O eran més frecuente en e grupo control que en €
grupo de pacientes.

En segundo lugar, los resultados obtenidos mostraban que € riesgo de trombosis
debido a los niveles de FVIII era continuo, y que pacientes con niveles superiores a

percentil 90 (232%) presentan e riesgo méas elevado a sufrir de trombosis. Ademés, €
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riesgo a padecer la enfermedad observado iniciamente con los niveles de vWF,
desaparecia ad gustar € andlisis por € FVIII y € grupo sanguineo del sistema ABO. Es
importante destacar que solo los niveles elevados de FVIII se asociaron a trombosis
recurrentes. De forma que los pacientes con niveles superiores a 232% (percentil 90),
mostraban dos veces més riesgo de recurrencia que aquellos con los niveles mas bajos,
corroborando los resultados descritos por otros grupos (Kraaijenhagen et al., 2000; Kyrle
et al., 2000). Segun los resultados de nuestro estudio, € punto de corte de 232% en los
niveles de FVIII plasméticos, podria representar un valor de relevancia en la préctica
clinica en nuestro medio.

Respecto a grupo sanguineo del sistema ABO, nuestros resultados mostraron un
incremento de riesgo en los grupos sanguineos no-O, siendo probablemente el alelo A; el
responsable del riesgo de trombosis venosa en nuestro medio, ya que los individuos con €
genotipo A,O se comportan como el Grupo O.

La posible explicacion del mecanismo fisiologico de nuestros resultados viene
reflejada en dos estudios recientes sobre la relacion del VWF en funcién del grupo
sanguineo del sistema ABO. En primer lugar, O'Donell et al (O’'Donell et al., 2000)
describian una posible asociacion de los niveles de VWF con e grupo sanguineo del
sistema ABO, basada en que e VWF es una glicoproteina compleja que tiene estructuras
que incluyen residuos de oligosac&ridos similares a las que estdn presentes en las
moléculas que determinan el grupo sanguineo. El grupo sanguineo del sistema ABO podria
estar afectando a la concentracion de VWF por una modificacion en € proceso de
eliminacién o el de catabolismo del VWF. En este estudio, demostraron que € aelo A
diferiadel A; en unadelecion producida en la zona que codifica para €l codon stop, dando
lugar a una trasferasa mas larga y menos eficiente en convertir la estructura H basica en
antigenos del grupo A. Por otro lado, observaron como la cantidad de antigeno A
expresado por unidad de VWF era significativamente mas altaen A1A1 y A10; queen AOs.
Nuestros resultados confirman estos datos ya que los individuos con €l alelo A;, mostraban
mayores niveles de FVIIl y de VWF, y los individuos con A>O presentan niveles inferiores
de FVIIl y VWF similar a aquellos con € grupo O. Asi, una eliminacion diferente de la
proteina del VWF podria explicar la variabilidad de los diferentes niveles de vVWF,
encontrados entre los grupos sanguineos del sistema ABO. Por otro lado, Bowen (Bowen

2003) publicd un trabgjo donde mostraba como € grupo del sistema ABO influia en la
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actividad del enzima ADAMTS-13 (tipo metal oproteasa), en su accién proteolitica sobre la
molécula VWF. De manera que los grupos sanguineos que incluian A mostraban un mayor
efecto protector sobre el VWF y como resultado incrementaban sus niveles plasméticos.

En resumen, los resultados de nuestro estudio muestran como los niveles elevados
de FVIIl y e Grupo no-O, probablemente el alelo A;, son factores de riesgo independientes
para la susceptibilidad a la trombosis venosa en poblacion espafiola. De confirmarse estos
resultados en otros estudios, deberian ser considerados también en e estudio biologico
realizado en los pacientes con trombofiliay en e caso de los niveles de FVIII su medida
puede ser Util especialmente en €l caso de la prevencion de trombosis recurrentes.

Recientemente varios autores, entre ellos una editorial de la revista cientifica
Nature Genetics (Editorial Nature Genet 1999; Cooper et al., 2002), han realizado
propuestas sobre las caracteristicas que deberia cumplir los estudios de asociacién para que
sean considerado vdidos en € andlisis de factores genéticos de riesgo a padecer
enfermedades complejas. En primer lugar, estos estudios deberian tener un tamafio de
muestra grande, y los valores de significacion estadistica han de ser pequefios (valores P).
El producto del gen portador del factor genético analizado deberia tener alguna implicacion
fisiolégica o biologica en la enfermedad. Por otro lado, estos estudios deberian incluir un
andlisis inicial basado en estudios familiares, como una replicacion independiente de los
datos.

En los resultados mostrados en este trabgjo, € andlisis de varios factores como son
el FVL y d estudio de la RPCa; la mutacién PT20210A y los niveles de protrombina; €l
polimorfismo C46T del gen F12 y niveles de FXII; los polimorfismos del locus del grupo
sanguineo del sistema ABO, niveles de FVIII y niveles de vWF, satisfacen las
recomendaciones propuestas es estas publicaciones. En primer lugar, se ha establecido que
los factores analizados tienen una componente genética importante: |a heredabilidad (Souto
et al., 2000b) y la existencia de una evidencia de ligamiento genético significativa entre las
diferentes variantes genéticas analizadas y los diferentes fenotipos y la enfermedad. El
estudio inicia era un estudio familiar y existian evidencias de que estos polimorfismos
afectaban a la expresion del gen. Finamente, en nuestro estudio de asociacion caso-
control, Ilevamos a cabo, de manera muy cuidadosa, la seleccion de los individuos dentro
de la misma zona geogréfica para evitar diferencias de composicién genética entre el grupo

de pacientes y e grupo controles.
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La base genética de la enfermedad tromboembdlica es complegja, ya que estan
implicados multiples genes y factores ambientales con todas sus posibles interacciones
(Rosendaal 1999). Este concepto de enfermedad poligénica y multifactorial, hace que sean
precisos nuevos métodos de investigacion de nuevas causas o mecanismos de trombofilia
(Blangero et al., 2003). La trombofilia puede entenderse como la susceptibilidad a sufrir
trombosis. Un individuo con factores de riesgo genéticos trombofilicos, a los que se unen
unos factores ambientales fijos o variables (edad, cirugia, anticonceptivos orales, etc),
desarrolla la enfermedad (trombosis) cuando su susceptibilidad sobrepasa un determinado
umbral.

El estudio de las enfermedades complgas ha progresado enormemente en los
ultimos 10 afios, con e desarrollo de nuevas estrategias y metodologias analiticas que
hacen posible la localizacion y la identificacion de las diferentes variantes genéticas
responsables de la enfermedad. La metodologia basada en € andlisis de ligamiento
genético mediante € andlisis de rasgos cuantitativos (fenotipos como la RPCa, niveles de
FXI1 o FVIII) que correlacionan con el riesgo a padecer la enfermedad, representa una de
las mejores opciones para poder llegar a identificar los loci de rasgo cuantitativo (QTLS)
gue influyen en la susceptibilidad a la enfermedad (Blangero et al., 2003). Eda
metodologia requiere el estudio de familias extensas y, hasta é momento, en el campo de
la trombofilia son mas frecuentes los estudios de asociacion caso-control, ya que es mas
facil conseguir este tipo de grupos de individuos no emparentados. Sin embargo debido a
la facilidad del andlisis genético de polimorfismos, en los Ultimos afios ha habido una
auténtica avalancha de estudios de asociacién caso-control y en algunas ocasiones con
resultados contradictorios e incluso sin haber llegado a demostrar €l papel fisioldgico que
puede representar (Laney Grant, 2000).

Es evidente que para llegar a identificar nuevas anomalias implicadas en la
trombofilia, se ha de iniciar € andliss mediante estudios de ligamiento genético en
estudios familiares. Una vez se ha identificado una nueva variante genética que
correlacione con la enfermedad, se ha de redlizar un estudio de asociacion caso-control
representativo de nuestro entorno para poder cuantificar el riesgo de trombosis que puede
llegar producir respecto a resto de factores de riesgo conocidos tanto genéticos como

ambientales.
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La RPCa es un factor de riesgo tromboembdlico independiente de la mutacion FVL.
Tanto la delecion en e dominio B del FV (3997-4104EX13del del F5) como los
polimorfismos localizados en esta zona del gen, no parecen alterar las propiedades

funcionales de la proteina del FV.

La variante aélica PT20210A, y no otra en e gen de la protrombina, es un
polimorfismo funciona que influye en los niveles plasmaticos de la protrombinay en

la susceptibilidad a la trombosis.

El riesgo de trombosis venosa, en familias con trombofilia asociadas con algun defecto,
muestra una disminucion en € siguiente orden: AT > PS >PC >FVL > PT20210A

La asociacion de la mutacion FVL alas deficiencias AT, PC y PS incrementa € riesgo

alatrombosis venosa.

La asociacion de la mutacion PT20210A a la deficiencia de AT, PS 'y a la mutacién
FVL incrementa e riesgo de trombosis venosa. En e caso de la asociacion de la

PT20210A aladeficiencia de PC no incrementa el riesgo de trombosis.

La homacigosis (T/T) para e polimorfismo C46T del gen F12, es un nuevo factor de
riesgo de trombosis venosa en la poblacién espafiola. Debido a su relevancia clinica en
nuestro entorno, desarrollamos un método répido, sencillo y reproducible, mediante un
termociclador en tiempo real (LightCycler, Roche) para poder llevar a cabo su
genotipacion.

Los resultados de nuestro estudio muestran como los niveles elevados de FVIII y los
grupos no-O, probablemente & alelo A;, son factores de riesgo independientes para la

susceptibilidad ala trombosis venosa en poblacion espariola.

Bajo € punto de vista clinico, € estudio de la recurrencia de TVP observada en la

presente tesis muestra como:

- Losniveles de FVIII superiores a punto de corte de 232% (percentil 90) incrementa
hasta dos veces més € riesgo a padecer trombosis recurrentes.

- Existe una mayor proporcién de trombosis recurrentes en pacientes de familias que

asocian la deficiencia de PC con las mutaciones FVL o la mutacion PT20210A.
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- Los pacientes de familias que asocian las mutaciones FVL y PT20210A presentan
mayor frecuencia de recurrencia
- Lamenor frecuencia de trombosis recurrentes se da en los individuos de familias que

910 asocian la mutacion PT20210A.

9- Las mujeres portadoras de la mutacion FVL o la mutacion PT20210A muestran una
mayor tendencia a presentar clinica tromboGtica relacionada con e uso de

anticonceptivos orales.

10- La combinacion del andlisis de ligamiento, junto con € estudio de asociacion caso-
control, proporciona un sistema muy potente para identificar variantes del ADN que

contribuyen a la susceptibilidad de la enfermedad tromboembdlica.
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