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ABREVIATURAS

1D PAGE: gel de poliacrilamida de una dimension
ACN: acetonitrilo

ACOD: anticoagulante oral de accidn directa
ACOs: anticonceptivos orales

ADP: adenosin difosfato

AL.: anticoagulante lupico

anti-CLs: anticuerpos anticardiolipinas

APC: proteina C activada

ApoAL1: apolipoproteina Al

ApoB: apolipoproteina B

APTC: angiografia pulmonar por tomografia computarizada

AT: antitrombina

ATP: adenosin trifosfato

AUC: area bajo la curva

BA: 4cido biliar

Car: carnitina

CE: éster de colesterol

Cer: ceramida

DDA: adquisicion dependiente de datos
DG: diglicérido

DIA: adquisicion independiente de datos
DNA: &cido desoxirribonucleico

DVD: disco versatil digital

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
EPCR: receptor endotelial de la proteina C
ESI: electrospray

ETP: endogenous thrombin potential

FA: acido graso

FDR: false discovery rate
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FI1: factor 1l o protrombina

FT: factor tisular

FvW: factor von Willebrand

FV: factor V

FVL.: factor V Leiden

FVII: factor VII

FVII1: factor VIII

FIX: factor IX

FX: factor X

FXI: factor XI

FXI1: factor XII o de Hageman

FXI11: factor XIlII

GlcCer: glucosilceramida

GPPV: gammagrafia pulmonar de perfusion-ventilacion
GWAS: estudios de asociacion de genoma completo
HBPM: heparina de bajo peso molecular

HDL.: lipoproteina de alta densidad

HMWK: quinindgeno de alto peso molecular
HPTEC: hipertension pulmonar tromboembdlica crénica
HRP: peroxidasa de rdbano

IEF: isoelectroenfoque

Ig: inmunoglobulina

IL: interleuquina

IMC: indice de masa corporal

IS: estandar interno

LBP: Lipopolysaccharide binding protein

Abreviaturas

LC-MS/MS: espectrometro de masas en tandem con cromatografia liquida

LDL: lipoproteina de baja densidad
LPC: lisofosfatidilcolina

LPE: lisofosfatidiletanolamina
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Abreviaturas

m/z: relacion masa/carga

MG: monoglicérido

MPO: mieloperoxidasa

MRM: monitorizacién de reacciones multiples

nanoESI-QqTOF: doble cuadrupolo-tiempo de vuelo acoplado a una fuente de
ionizacion con electrospray

NETSs: trampas extracelulares de neutréfilos
PAF-AH: platelet activating factor-aceylhydrolase
PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno
PAR: receptores activados por proteasas

PBST: tampdn fosfato salino con 0,05% (m/v) de Tween-20
PC: fosfatidilcolina

PCR: proteina C reactiva

PE: fosfatidiletanolamina

P1: fosfatidilinositol

PK: precalicreina

PLA2G7: Phospholipase A2 Group VII

ProC: proteina C

ProS: proteina S

PS: fosfatidilserina

QC: control de calidad

RBP4: Retinol binding protein 4

RIC: rango intrecuartilico

RNA: &cido ribonucleico

ROC: receiver operating characteristic

SAF: sindrome antifosfolipido

SM: esfingomielina

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido

SPT: sindrome postrombotico

SWATH: sequential window acquisition of all theoretical Fragment-lon Spectra

TAFI: inhibidor de fibrinolisis activado por trombina
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TCA: &cido tricloroacético

TEAB: tampon de bicarbonato de trietilamonio
TEP: tromboembolismo pulmonar

TEV: tromboembolismo venoso

TFA: &cido trifluoroacético

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular

TGs: triglicéridos

TGT: test de generacion de trombina

TM: trombomodulina

TMB: tetrametilbenzidina

TNF-a: factor de necrosis tumoral-o

TP: tiempo de protrombina

t-PA: activador tisular del plasmindgeno

tR: tiempo de retencion

TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activada
TVP: trombosis venosa profunda

TxA2: tromboxano A2

u-PA: activador de plasminogeno de tipo uroguinasa

V/V: dilucién volumen/volumen
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. Tromboembolismo venoso

1.1.1. Epidemiologia del TEV

Tromboembolismo venoso (TEV) es el término conjunto que se adopta para incluir la
trombosis venosa profunda (TVP) y el tromboembolismo pulmonar (TEP). La TVP
ocurre cuando se forma un trombo en el sistema venoso profundo, normalmente en las
venas profundas de extremidades inferiores, pero también en extremidades superiores o
en otras venas profundas como las de senos venosos cerebrales, esplénica, mesentérica,
hepética, portal, vena cava inferior o venas renales. EI TEP se origina, principalmente,
cuando un fragmento de un trombo ya formado se disgrega del lugar donde se generd y
es transportado por el torrente sanguineo hasta las arterias pulmonares, quedando

obstruidas.

El TEV es la tercera enfermedad cardiovascular mas comdn, por detras del infarto de
miocardio y el ictus, y tiene una incidencia aproximada de entre 1-2 casos por 1.000
individuos/afio [1-6], generando un impacto econdémico muy notable en los sistemas de
salud [7,8]. Del total de casos de TEV, aproximadamente dos tercios corresponden a
eventos de TVP mientras que el tercio restante corresponde a episodios de TEP, con o sin
presencia de TVP [9]. Estudios de tendencia han mostrado que la incidencia del TEV ha
aumentado en las Gltimas décadas y que es muy probable que lo siga haciendo en los
proximos afios [10-12]. Este incremento en la incidencia del TEV es debido,
mayoritariamente, a un aumento y mejora en la utilizacion de las pruebas de imagen para
el diagndstico del TEP, concretamente, de la angiografia pulmonar por tomografia
computarizada (APTC), siendo capaces de diagnosticar un mayor nimero de casos de
TEPy de TEP + TVP [10,13].

Dos de las principales consecuencias o efectos a largo plazo del TEV son el sindrome

postrombético (SPT) y la hipertension pulmonar tromboembdlica crénica (HPTEC).

El SPT es la complicacion mas comun de TVP, afectando a entre el 20% y el 50% de los
pacientes con una TVP de miembros inferiores [14,15]. Los sintomas clasicos del SPT
incluyen el dolor crénico, hinchazdn y problemas de la piel, que van desde sequedad hasta
decoloracion y Ulceras venosas [16]. Se ha descrito que la TVP esta asociada con un

aumento dramatico del riesgo de incapacidad laboral [17], siendo la aparicion de SPT una

27



Introduccion

de las causas mas comunes del empeoramiento en la calidad de vida de los pacientes con
TVP [18,19]. Aunque los factores de riesgo del SPT no se conocen con exactitud, la edad
avanzada, el género masculino, la naturaleza proximal (y no distal) de la TVP y unos
niveles elevados de dimero-D han sido asociados con el desarrollo de SPT [20], asi como
una localizacion ipsilateral de TVP recurrente, la cual aumenta por 6 veces el riesgo de
presentar SPT [14].

La HPTEC afecta a entre el 1% y el 4% de los pacientes con TEP [21]. Se caracteriza por
la transformacion fibrética de los trombos presentes en las arterias pulmonares, que
desencadena la obstruccion mecéanica de éstas. La HPTEC se caracteriza por generar
disnea y dolor torécico de tipo pleuritico [22], y en estados avanzados puede causar

insuficiencia cardiaca e incluso la muerte [23].

En cuanto a los datos de recurrencia trombdtica, el TEV es con frecuencia una condicion
crénica con unas tasas estimadas de recurrencia que llegan al 30-40% en los primeros 10
afios tras el episodio trombético [24]. En un estudio en el que se realizo el seguimiento
de 1.719 pacientes diagnosticados de TEV entre 1966 y 1990, se examiné la incidencia
de recurrencia acumulada a lo largo del tiempo y se vio que esta incidencia fue del 1,6%
alos 7 dias, del 5,2% a los 30 dias, del 10,1% a los 180 dias, del 12,9% al afio, del 22,8%
alos 5 afnos y llegaba al 30,4% a los 10 afios del primer evento [25]. Entre los principales
factores de riesgo y los predictores de recurrencia encontramos el tener una edad avanzada
[24-29], un elevado indice de masa corporal (IMC) [25,30,31], el género masculino [32-
36], tener cancer en fase activa [37-41], o padecer una enfermedad neuroldgica con
paresia de piernas [25]. Otros predictores de recurrencia incluyen, el haber padecido un
episodio de TEV idiopatico, es decir, no provocado [42-45], padecer sindrome
antifosfolipido (SAF) [46,47], tener deficiencias de antitrombina (AT), proteina C (ProC)
o0 proteina S (ProS) [48-50], niveles elevados persistentes de dimero D en pacientes con

TEV idiopatico [51-53], y la presencia de trombosis venosa residual [54,55].

Para monitorizar y evaluar el riesgo, se han generado muchos algoritmos de prediccion
gue ayudan a estratificar a los pacientes segin su mayor 0 menor riesgo de recurrencia
trombotica, los cuales pueden ayudar a tomar mejores decisiones a la hora de la
administracion o no de una tromboprofilaxis adecuada [56-61], mejorando el tratamiento

y seguimiento hacia una medicina personalizada.
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La tasa de mortalidad asociada al TEV varia mucho dependiendo de si hablamos de TVP
0 de TEP, siendo el riesgo de muerte temprana en pacientes de TEP 18 veces mayor que
en pacientes de TVP [62,63]. Para casi un cuarto de los pacientes de TEP, su presentacion
clinica inicial es la muerte subita [62], sin embargo, pasado un afio del evento, la tasa de
mortalidad de ambas patologias parece mostrarse similar [64], y superior a la poblacion
general que no haya padecido ningun evento de TEV. La mortalidad a largo plazo después
de un primer episodio de TEV varia ampliamente en la literatura (entre el 12% y el 50%)
[62,65-69], siendo la edad avanzada [70], enfermedad cardiovascular [66], el cancer en
fase activa [3,66-68] y el TEV recurrente los predictores mas importantes de mortalidad
[62,68].

1.1.2. Fisiopatologia del TEV

En 1856, el Doctor Rudolf Virchow desarroll6 el concepto que describe la génesis de la
trombosis intravascular. Virchow planteo la hipotesis de que la estasis circulatoria debida
a la interrupcion del flujo sanguineo, la irritacion o dafio en el endotelio vascular, y los
cambios en la sangre que conducen a un estado de hipercoagulabilidad o protrombotico
iniciarian la generacion de trombos venosos agudos [71]. Estos tres componentes forman

la denominada triada de Virchow (Figura 1).
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Figura 1. Estasis circulatoria, dafio vascular e hipercoagulabilidad son los tres
componentes de la triada de Virchow.

El primer componente de la triada de Virchow es la estasis circulatoria, producida por
anormalidades en el flujo sanguineo. La mayoria de los trombos venosos tienen su origen
en regiones con flujo sanguineo lento, como por ejemplo las venas profundas de
miembros inferiores, o bien, en bifurcaciones del sistema venoso donde hay
irregularidades en el flujo sanguineo [72]. Esta acumulacion de sangre debido a una
circulacién mas lenta puede provocar un estado de hipercoagulabilidad del torrente
sanguineo. Algunos ejemplos de condiciones que causan una compresion en las venas y
pueden aumentar la estasis venosa, son la obesidad, el embarazo, la insuficiencia cardiaca
o la presencia de tumores, condiciones en las cuales profundizaremos mas adelante. Para
evitar un exceso de estasis venosa en estas zonas donde el flujo sanguineo es mas lento
existen las denominadas bombas musculares, un conjunto de musculos esqueléticos que
ayudan al corazdn en la circulacion sanguinea y que son especialmente importantes para
aumentar el retorno venoso al corazén. En situaciones donde estos musculos son menos
activos, como por ejemplo fracturas de extremidades, inmovilizaciones, paralisis u
hospitalizaciones con encamamiento prolongado, aumenta el riesgo de estasis y, por

tanto, de trombosis venosa [73].
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El segundo componente enunciado por Virchow es la irritacion o el dafio en el endotelio
vascular. En la vasculatura sana, el endotelio tiene una superficie antitrombdtica y
profibrinolitica, ademas de secretar factores que mantienen el equilibrio hemostatico. Sin
embargo, en presencia de dafio vascular (inflamacion, hipoxia, traumas, presencia de
catéteres venosos permanentes, etc), el endotelio sufre diversas modificaciones que se
traducen en la exposicion y liberaciéon de factores, algunas de ellos que favorecen un
estado de hipercoagulabilidad, que producen un desequilibrio de la homeostasis

sanguinea y un estado procoagulante y protrombotico [74].

El tercer componente de la triada es la hipercoagulabilidad. El riesgo de TEV aumenta
cuando el equilibrio entre fuerzas pro- y anticoagulantes se desregula y se genera un
estado de hipercoagulablilidad sanguineo. Hay muchos factores que entran en juego en
este proceso, en los cuales profundizaremos mas tarde, y que modulan el riesgo de un
individuo a padecer un evento trombatico. Estos factores o condiciones los clasificamos

en hereditarios o adquiridos [73].

1.2. Fisiologia de la coagulacion

La hemostasia es un mecanismo de defensa del organismo que se activa tras haber sufrido
un traumatismo o lesién vascular, ademas de ayudar a prevenir la pérdida de sangre del

interior de los vasos sanguineos.
Se divide en dos fases:

1) Hemostasia primaria: intervienen fundamentalmente las plaquetas, las cuéles se
adhieren a la superficie lesionada y se agregan para constituir el “tapon
hemostatico plaquetar”.

2) Hemostasia secundaria o coagulacion de la sangre: en esta fase, la activacion de
maultiples proteinas del plasma (factores de la coagulacion) produce la formacion
de un coagulo de fibrina, sobre el tapon plaquetar, que impide la salida de sangre

al exterior.

El sistema fibrinolitico es el encargado de la degradacion del codgulo una vez se ha

reparado el dafio vascular o tisular.

En un individuo sano, el equilibrio entre sistema hemostatico y fibrinolitico es perfecto.

Sin embargo, si el potencial coagulativo o hemostatico sobrepasa al potencial fibrinolitico
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puede producirse una trombosis, mientras que, si el equilibrio se torna en el sentido

contrario, aumentaré el riesgo de hemorragia.

1.2.1. Hemostasia primaria

Es el proceso de formacion del tapon hemostatico plaquetar, iniciado ante una lesion
vascular y en el que intervienen estrechamente plagquetas y endotelio. En condiciones
normales, las plaquetas no se adhieren al vaso sanguineo, sin embargo, en presencia de
lesion, el colageno del subendotelio se expone a la luz del vaso, lo que produce la
activacion plaguetaria [75,76]. Los mecanismos que dan lugar a la formacion del tapon
plaquetario se ordenan en las siguientes fases: 1) adhesion, 2) activacion y secrecion, y

3) agregacion (Figura 2).

En presencia de dafio vascular, las plaguetas se unen al subendotelio o al tejido
perivascular expuesto a la sangre. Este proceso inicial se llama adhesion plaquetaria.
Aunque el endotelio tiene multiples proteinas adhesivas, la mas importante para la
adhesion es el colageno. La unién plaquetaria a las proteinas adhesivas depende de
receptores especificos para cada proteina en la membrana de las plaquetas. El colageno
se une a las plaquetas mediante el receptor de membrana GPIb-IX-V, union en la que
interviene el factor von Willebrand (FVW) [77]. Al activarse, las plaquetas adoptan una
forma mas redondeada, desarrollan pseudépodos y, simultdneamente, secretan sustancias
activas almacenadas en sus granulos (adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato
(ADP), P-selectina, factor plaquetario 4, calcio, serotonina, tromboxano A2 (TxAZ2),
factor V (FV) y VIII (FVIII), FYW, factor activador de plaquetas, fibrindgeno, etc) [78].
Algunas de estas sustancias, consideradas agonistas, aceleran la formacion del coagulo
plaquetario y la reparacion tisular. También estimulan la unién interplaquetar y el
reclutamiento de mas plaquetas, este crecimiento del coadgulo se conoce como agregacion
plaquetaria. En este punto, el codgulo es una masa de plaquetas degranuladas, unidas
estrechamente y rodeadas de muy poca fibrina. Para la agregacion es necesario el
fibrindgeno, ya que actia como puente interplaquetar, y su receptor, la GPIIb/Illa [78].
La membrana de las plaquetas activadas también favorece y proporciona el ambiente ideal
para acelerar la generacion de fibrina, ya que posee fosfolipidos, muy importantes para la
formacion del coagulo definitivo al acelerar y localizar la activacion de diversos factores

de la coagulacion en el lugar del dafio vascular [79].
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Figura 2. Esquema de la formacion del tapén plaquetario (Modificado de Jennings LK,
2009).

1.2.2. Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria comprende la activacion del sistema de la coagulacion. Aunque
existen diferentes teorias sobre la coagulacién de la sangre desde la antigliedad, la idea o
la hipotesis del proceso de coagulacion como una cascada fue enunciada en 1964, casi
simultaneamente, por MacFarlane en Reino Unido [80] y por Davie y Ratnoff en los
Estados Unidos [81]. Esta cascada comporta una serie de activaciones proteoliticas de
serin proteasas y cofactores que culminan en la generacién de trombina y la conversién

de fibrindgeno a fibrina (Figura 3).

La cascada de la coagulacion tiene dos vias iniciales que llevan a la formacién de fibrina.
Estas son la via de la fase de contacto (también llamada via intrinseca) y la via del factor
tisular (FT) (también Ilamada via extrinseca). Ambas vias convergen en la activacion del
factor X (FX) de la coagulacion, que junto con el FV activado (FVa), formara el complejo

protrombinasa, punto en el que comienza la via comudn de la coagulacion.

La via intrinseca recibe su nombre porque se pensaba que la sangre era capaz de coagular
intrinsecamente por esta via sin necesidad de contar con la ayuda de factores externos.
Actualmente se conoce que esto no es exactamente asi. De hecho, la coagulacién en esta
via comienza cuando, tras una lesién vascular, la sangre entra en contacto con la

membrana basal del endotelio o el coldgeno del tejido conectivo. En general, las
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superficies polianionicas pueden desencadenar esta reaccion. La via de contacto
comienza con la formacién del complejo formado por el quininégeno de alto peso
molecular (HMWK), precalicreina (PK) y el factor XII (FXII) o de Hageman. De éstos,
el FXII es el que actda como verdadero activador, ya que a pesar de ser una proenzima,
posee una pequefia actividad catalitica, suficiente para activar a la precalicreina
convirtiéndola en calicreina. Esta calicreina es la encargada de activar al FXII. La
actividad catalitica de la calicreina se ve potenciada por el HMWK. EI FXIlla es el
responsable de activar al factor XI (FXI), en presencia del HMWK. Una vez activado, el
FXla activa al factor IX (FIX), quién junto con el FVIlla, que se encontraba unido al FvW
circulante, forma el complejo tenasa, el encargado de activar al FX. Esta reaccién requiere
de la presencia de iones Ca?" y fosfolipidos.

La via extrinseca es muy rapida, se completa en apenas unos segundos y para que se inicie
debe existir lesion endotelial que permita al plasma entrar en contacto con el FT. En
condiciones fisioldgicas, el FT esta ausente en las células endoteliales y por tanto no
expuesto al contacto con la sangre. Sin embargo, cuando se produce dafio en un vaso, el
FT de los fibroblastos entra en contacto con la sangre y se expresa en células endoteliales
y monocitos. ElI FT presenta alta afinidad por el FVII y, en presencia de calcio y
fosfolipidos de membrana, se produce la autoactivacion del FVII y la formacion del
complejo FT/FVlla. EI complejo FT/FVI1la activa tanto al FIX como al FX y el propio

FVII también resulta activado por la trombina generada, el FXla, el FXIly el FXa.

La via comdn de la coagulacion es la via en la que las vias in- y extrinseca confluyen en
la activacion del FX, el cual, junto con el FVa, formarad el complejo protrombinasa,
encargado de generar trombina a partir de la protrombina (Factor Il o FIl). Una vez
producida, la trombina continda la cascada de coagulacion actuando sobre el fibrindgeno
para producir monomeros de fibrina, los cuales polimerizaran para formar el coagulo
final, fortaleciendo el coagulo primario formado por las plaquetas. Ademas, se produce
la activacion del factor X1l (FXIII), el cual actua estabilizando el coagulo generando
enlaces covalentes entre los mondémeros de fibrina. Ademas de esto, sabemos que la
trombina se encuentra presente desde el comienzo del proceso hemostéatico, cuando las
plaquetas comienzan a formar el tapon primario, siendo el activador plaquetar mas
importante, ademas de activar también al FV y al FVIII e incluso participar en la

activacion de su inhibidor, la ProC.
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Figura 3. Esquema de las vias de activacion de la coagulacién sanguinea.

1.2.3. Modelo clasico de la coagulacion

Esta division de la cascada de coagulacion en dos vias se define como el modelo clasico

que se ha utilizado para explicar la coagulacion durante décadas, pero tiene su origen en

ensayos in vitro y pierde solidez cuando se estudia in vivo. Este modelo sigue siendo Util

para explicar las pruebas de laboratorio empleadas para monitorizar la hemostasia, como

el tiempo de protrombina (TP) para la via extrinsecay el tiempo de tromboplastina parcial

activada (TTPA) para la intrinseca. Sin embargo,

hay diversas cuestiones que no pueden

ser explicadas con esta aproximacion y a las que se les ha querido dar respuesta. Una de

ellas es su incapacidad para explicar los distintos grados de tendencia a la hemorragia que
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resultan de deficiencias de los diferentes componentes de las dos vias. EI modelo clasico
propone activaciones secuenciales, por lo que si alguno de los componentes fallara o
estuviera ausente se asumiria la interrupcion de la reaccion. Y en algunos casos, si existen
factores esenciales, como el FVIII y el FIX en pacientes hemofilicos, o las deficiencias
de FX, FV y FVIII que causan sindromes hemorragicos graves. Sin embargo, la
deficiencia de otros elementos de la misma via, como el FXII, el HMWK o la
precalicreina no causan sangrado clinico, y la de FXI puede cursar con hemorragia leve.
De hecho, la deficiencia de FXII es totalmente asintomatica in vivo y no produce ningun
tipo de hemostasia anormal en los individuos que la padecen [82,83], a pesar de mostrar
tendencias prohemorragicas en pruebas in vitro. Otra cuestion fue el hecho de que el
complejo FT/FVIla no s6lo activa al FX, sino que también lo hace con el FIX,
produciendo una clara interrelacion entre ambas vias y lo que llevé a la conclusion de que
la via extrinseca seria la de mayor relevancia fisiopatolégica in vivo y la via intrinseca
tendria una importancia menor en la coagulacion [84]. A pesar de esto, se piensa que la
via de contacto tiene una mayor implicacién en los procesos de inflamacion e inmunidad
innata y en su conexion con la coagulacion [85]. Ademas, este modelo no contemplaba la

participacion de las plaguetas ni de otras superficies celulares.

Varios modelos se han desarrollado en un intento de abordar el fendmeno de la
hemostasia desde otra perspectiva. EI mas aceptado de ellos es el modelo celular de la
coagulacién desarrollado por Hoffman y Monroe en el 2001 [86], cuyo aspecto mas
importante es considerar a las células como elementos esenciales en el proceso de
formacion del codgulo. Este nuevo modelo rompe con el paradigma del modelo clésico,
en el cual el papel de la célula era inicamente el de ofrecer una superficie de fosfolipidos
donde los complejos procoagulantes podrian formarse. Ademas, pone en relieve la

importancia de las plaquetas en todo el curso de la hemostasia.

1.2.4. Modelo celular de la coagulacién

De acuerdo con el modelo celular, la activacion del sistema de coagulacion se divide en

tres fases: iniciacion, amplificacion y propagacién (Figura 4).
Iniciacion
Para que la hemostasia secundaria se inicie, debe existir lesion endotelial que permita al

plasma entrar en contacto con el FT, presente en la membrana de células como

fibroblastos 0 monocitos. En esta fase de iniciacion, el FT y el FVII son los elementos
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esenciales. EI FVII es el unico factor que circula en forma activada y no activada,
representando la forma activa alrededor del 1% del total de factor presente en sangre. Una
vez el FT entra en contacto con el torrente sanguineo, el FVII se une estrechamente a él
y se activa formando el complejo FT/FVIla, el cual activa al FX y al FIX. EI complejo
FT/FVIla puede autoactivarse a si mismo. ElI FXa, que permanece en la superficie celular,
puede activar al FV y combinarse con él para producir pequefias cantidades de trombina,
importante para la activacion plaquetaria y para la activacion del FVI1I1 durante la fase de

amplificacion.
Amplificacion

Las pequefas cantidades de trombina generadas en la fase de iniciacion tienen diversos
efectos en la coagulacion. Como ya se ha indicado, actian como un potente activador
plaquetario, a través de la via de los receptores activados por proteasas (PAR, por sus
siglas en inglés). Esta activacion plaquetaria produce la exposicion de sus fosfolipidos de
membrana y la creacién de una membrana procoagulante gracias a la liberacion del
contenido de sus granulos. Entre las sustancias liberadas por los granulos de la superficie
plaquetaria, encontramos FV parcialmente activado, el cuél es completamente activado
por la trombina y el FXa. Por otro lado, la trombina también actta activando al FXI y
escinde al FvW del FVI11I para activarlo posteriormente. Ademas, las plaquetas reclutadas
durante esta fase proporcionan los fosfolipidos de membrana necesarios para la fase de

propagacion.
Propagacién

En la fase de propagacion se activan los factores X y X, asi como los cofactores V' y VIII
(activados por las pequefias cantidades de trombina producidas en esta fase). Después, el
FIXa junto con el FVIlla se unen a la membrana de las plaquetas, formando el complejo
tenasa, el encargado, en presencia de calcio, de activar al FX. La mayor parte del FXa se
produce gracias a la accion del complejo tenasay no a traves de la activacion del complejo
FT/Vlla. El FXa se ensambla con el FVa para formar el complejo protrombinasa. Este
complejo transforma la protrombina en trombina, aumentando rapidamente la cantidad
de trombina generada, con la subsecuente produccion de fibrina a partir del fibrindgeno
y la formacion del coagulo final. También se activa al FXIII, que actua estabilizando el

coagulo formado.
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Figura 4. Modelo celular del sistema de la coagulacion.

Los pacientes de hemofilia A (ausencia de FVIII) o de hemofilia B (ausencia de FIX)
presentan un inicio de coagulacion normal (dependiente del complejo FT/FVIla), sin
embargo, la fase de propagacion se encuentra muy disminuida, lo que conduce a una mala
formacion del coagulo y son incapaces de realizar una hemostasia adecuada.

Por todo esto, el modelo celular actual propone que la coagulacién depende de la
exposicion del FT subendotelial en el lugar de la lesion vascular y de su union al FVII.
Propone una Unica viay pone en relieve la importancia de las membranas celulares, como
la de las plaquetas, para el ensamblaje de las reacciones de la coagulacion.

1.2.5. Anticoagulacién y fibrinolisis

En un estado fisiologico normal, los mecanismos inhibitorios previenen el inicio
patoldgico o la propagacion de la coagulacion y la limitan Gnicamente a las regiones

vasculares dafiadas.

El primero de estos mecanismos inhibitorios bloquea la iniciacion, a traves del inhibidor
de la via del FT (TFPI), producido por el endotelio sano, el cual inhibe la actividad del

complejo FT/FVlla.
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Otros mecanismos son capaces de bloquear la coagulacion una vez iniciada. Es el caso de
la AT, fisiologicamente activada por el heparan sulfato, un glicosaminoglicano de origen
endotelial, y farmacoldgicamente por la heparina. La AT es la mayor proteasa inhibitoria,
con una actividad principal contra el FXa y contra la trombina, pero también contra los

factores Xlla, Xlay IXa.

Otro importante mecanismo de anticoagulacion natural es la via de la ProC. La ProC
circula en forma de zimogeno y es activada, en la superficie de la célula endotelial, tras
la formacion del complejo cuaternario entre la trombina, la ProC, la trombomodulina
(TM) (una glicoproteina de membrana presente en el endotelio sano) y el receptor
endotelial de la PC (EPCR). Una vez activada, la ProtC activada (APC) circula junto con
su cofactor, la ProtS, y limita la amplificacion y propagacion de la cascada de coagulacion
al inhibir proteoliticamente a los factores Vay Vllla, ademas de producir otras acciones
anticoagulantes, antiinflamatorias y citoprotectoras [87-89]. La al-antitripsina y la a2-
macroglobulina son otras dos antiproteasas sanguineas con accién anticoagulante, aunque

con menor importancia que las anteriores.

La agregacion plaquetaria también es constantemente inhibida y regulada por productos
secretados por el endotelio sano, tales como el 6xido nitrico, la PGI2 (prostaciclina que
ejerce la funcidn contraria al TxA2) y la ecto-ADPasa, que degrada el ADP circulante, y

por tanto limitan la activacion y formacion del coagulo plaquetario.

Una vez formado el coagulo, la fibrinolisis mediada por plasmina es la responsable de
disolverlo, tanto en etapas tardias después del dafio vascular, como en trombosis
patoldgicas (Figura 5). Latrombinay la oclusién vascular inducen al endotelio a producir
el activador tisular del plasminogeno (t-PA). Otro activador del plasmindgeno, aunque de
menor relevancia, es el activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (u-PA), el cual es
inducido por los factores de contacto (PK, HMWK y FXII). Estos activadores generan
plasmina a partir del plasmindgeno, la cual actia proteoliticamente sobre la fibrina
revirtiendo su polimerizacion y generando productos de degradacion de la fibrina, como
el dimero D. El t-PA y el plasmindgeno se unen para envolver el polimero de fibrina, y
una vez se genera la plasmina, ésta se une a la fibrina en sitios especificos donde lleva a

cabo su actividad proteolitica y la disolucion del coégulo.

En contraposicion a los activadores del plasmindgeno encontramos el inhibidor de

fibrinolisis activado por trombina (TAFI), el cual puede ser activado por la plasmina y
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por el complejo trombina/trombomodulina. EI TAFI ejerce su actividad antifibrinolitica
eliminando los residuos de lisina del extremo C-terminal de la fibrina, los cuéles son
necesarios para la union del plasmindgeno y el t-PA a la red de fibrina.

Los activadores del plasmindgeno (t-PA y u-PA) son regulados por el inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1), glicoproteina producida principalmente por el
endotelio pero que también se almacena en las plaquetas y es liberada cuando éstas se
activan, mientras que la plasmina circulante es rapidamente inhibida por la a2-

antiplasmina, lo que evita una fibrinolisis sistémica [90,91].

PAI-1
‘..' ‘...‘ 2 . I -
t-PA u-PA a2-antiplasmina
Productos de
Plasminégeno _A, Plasmina degradacion de la

TAFI — TAFla

\ Flla

~

T

Coagulo de fibrina

Figura 5. Esquema del proceso de fibrinolisis. Las flechas continuas representan
activacién mientras que las flechas discontinuas representan inhibicion.

La fibrinolisis es esencial para deshacer los codgulos durante el proceso de cicatrizacion
y reparacion del dafio vascular, asi como para disolver los coagulos intravasculares
patolégicos. Defectos o disfunciones en el sistema antifibrinolitico estan asociados con
un aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis o la

trombosis.

1.3. Factores de riesgo

El TEV es una enfermedad multifactorial, en la que estan implicados tanto factores de
riesgo hereditarios como ambientales [92,93]. Entre los factores hereditarios, la carga
genética se asocia con una alta heredabilidad, cercana al 60% [94]. Ademas, los eventos
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de TEV pueden ser clasificados en provocados o no provocados segln el paciente
presente o no factores de riesgo conocidos. La proporcidn entre eventos provocados y no
provocados varia mucho entre estudios, si bien el porcentaje de episodios de TEV no
provocados suele oscilar entre el 20% y el 50% [3,96,97]. Esta clasificacion entre eventos
provocados o no provocados es de gran importancia para el seguimiento clinico y el
tratamiento anticoagulante del paciente, ya que se ha visto que el riesgo de recurrencia
trombotica aumenta en el caso de haber padecido un primer evento no provocado [42-
45].

1.3.1. Factores de riesgo hereditario
1.3.1.1.  Historia familiar

Las personas con una historia de TEV en un pariente de primer grado tienen
aproximadamente 2,5 veces mas riesgo de TEV que la poblacion general [99,100].
Estudios con hermanos adoptados y con hermanos de sangre viviendo en ambientes
diferentes han demostrado que el aumento de riesgo de TEV en personas con historia
familiar se debe a factores hereditarios y no a factores ambientales compartidos
[101,102]. Solamente alrededor del 30% de esta heredabilidad puede ser explicada por
los factores genéticos que conocemos [99], por lo que debe haber otros factores

trombofilicos, aun por dilucidar, que aumenten este riesgo familiar de TEV.

1.3.1.2. Raza

Algunos estudios han demostrado que el riesgo de TEV varia dependiendo de la etnia de
un individuo. En Estados Unidos, se ha observado que asiaticos, individuos originarios
de las islas pacificas e hispanos presentaban menores tasas de TEV que las personas
caucasicas, mientras que la poblacion afroamericana presentaba una incidencia incluso
mayor, aproximadamente un 25% mayor que la poblacion caucésica [103,104]. Otros dos
estudios han demostrado que las tasas de TVP postquirurgica y de TVP tras un ingreso
en hospital, eran similares en paises asiaticos y en paises occidentales [105,106], aunque
la tasa de TVP en China ha sido estimada de ser tan s6lo de 0,17 por 1000 habitantes/afio
[107].

Esta menor incidencia de TEV en asiaticos e hispanos podria estar relacionada con una
menor prevalencia de factores genéticos protrombdticos en estas poblaciones, como el
FV Leiden (FVL), con una prevalencia en asiaticos del 0,5% gue aumenta hasta el 5% en

caucasicos [108-110]. La menor incidencia de TEV en hispanos comparada con la de
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afroamericanos no puede ser explicada por la prevalencia de FVL, presente en alrededor
del 2% de la poblacién hispana y en menos de un 1% de los afroamericanos [108,111]. A
pesar de esto, la poblacion afroamericana presenta una prevalencia de historia familiar de
TEV similar a la de la poblacion caucasica [112], por lo que su mayor incidencia podria

ser explicada por la presencia de variantes genéticas protrombdticas aun no identificadas.

1.3.1.3.  Grupo sanguineo ABO

El grupo sanguineo ABO determina los antigenos que expresan los glébulos rojos de un
individuo en su superficie, lo que implica también la presencia o ausencia de anticuerpos
contra estos antigenos en sangre. Hay 4 fenotipos posibles: A, B, AB y 0.

Se ha observado un efecto protector frente al TEV por parte del grupo sanguineo 0, con
un riesgo estimado 2 veces menor comparado con personas de grupo A, B o AB [113-
115]. No se sabe con exactitud a qué se debe este efecto protector del grupo 0, pero una
posible explicacion seria el hecho de que las personas que no poseen este fenotipo
presentan niveles mayores de FvW, actor importante en la hemostasia primaria y que
también actGa como proteina transportadora del FVIII previniendo su degradacion
[116,117].

1.3.1.4.  Des6rdenes genéticos en proteinas de la coagulacion

En cuanto a los desordenes trombofilicos que afectan a proteinas involucradas en la
coagulacion, podemos dividirlos en desérdenes de pérdida de funcién y desdrdenes de

ganancia de funcion.

1.3.1.4.1. Desérdenes de pérdida de funcién
1.3.1.4.1.1. Deficiencia de antitrombina

La AT es la mayor proteasa inhibitoria de la coagulacion, con una actividad principal
contra el FXa 'y contra la trombina, pero también contra los factores Xlla, Xlay IXa. La
deficiencia de AT es un desorden autosémico dominante que, dependiendo del tipo de
deficiencia, conlleva déficits cuantitativos o funcionales de esta proteasa. En la
deficiencia de tipo I, tanto los niveles antigénicos como la actividad funcional de la AT
estan reducidos en sangre y esta causada por un gran numero de mutaciones distintas. La
deficiencia de tipo Il estd causada por un defecto molecular en la proteina y, mientras que
su actividad inmunolégica es normal, su actividad funcional estad marcadamente reducida,
lo que aumenta el riesgo trombdtico. En la deficiencia tipo Ill, tanto los niveles

antigénicos como la actividad funcional de la AT son normales, pero existe un defecto en
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su sitio de union a la heparina que disminuye la eficiencia de interaccion con su cofactor
[118]. Este tipo de deficiencia es rara, con una prevalencia aproximada de 0,02-0,04 %
en caucasicos [118] y se asocia con un incremento de riesgo de TEV de 14 veces respecto
a la poblacion general [119]. En estudios prospectivos, el riesgo anual de TEV en
individuos con deficiencia de AT aumentaba un 2% respecto al de la poblacién general
[119].

1.3.1.4.1.2. Deficiencia de proteina C

La via de la ProC es uno de los sistemas anticoagulantes naturales mas importantes de la
cascada de coagulacion. La ProC es activada por el complejo trombina-TM y una vez
activada actua, junto con su cofactor la ProS, inhibiendo a los factores Vay Vllla. A pesar
de tener una baja prevalencia, menor al 1% en la poblacién general, existe un gran nimero
de mutaciones en el gen PROC que producen deficiencia de PC [118], en cuyo
descubrimiento ha desarrollado una gran labor nuestro laboratorio [120]. Existen dos
tipos de deficiencia de ProC: en las de tipo I, la m&s comdn, los portadores presentan
niveles reducidos de ProC en sangre mientras que, en las de tipo I, los niveles de PC son
normales pero su actividad anticoagulante estd disminuida. A pesar de la elevada
variabilidad en cuanto a los distintos fenotipos producidos por las deficiencias de ProC,
se estima que el riesgo estimado de TEV en sus portadores heterocigotos es de entre 4 y
8 veces superior al de la poblacion general [121,122].

1.3.1.4.1.3. Deficiencia de proteina S

La ProS ejerce su funcién anticoagulante actuando como cofactor de la APC. Al igual
que ocurre con la ProC, la deficiencia de ProS puede estar causada por una gran cantidad
de mutaciones diferentes. Estas mutaciones, producidas en alguno de los dos genes
homologos de la ProS (PROS1 y PROS2), pueden dar lugar a tres tipos de fenotipos
diferentes: la deficiencia de tipo I, la mas comin y asociada a unos niveles de ProS total
en torno al 50% de los normales y una marcada disminucion tanto en los niveles de ProS
libre como de su actividad funcional; la de tipo Il, caracterizada por niveles de ProS total
y libre normales pero una actividad funcional reducida; y la de tipo Ill, caracterizada por
una concentracion normal de ProS total pero niveles reducidos de PS libre y una actividad
funcional en torno al 40% [118]. Estas mutaciones también son raras, con una prevalencia
de 1-5 por 1000 habitantes y la deficiencia de ProS esta asociada a un aumento de unas
8-10 veces en el riesgo de TEV [121,122].
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1.3.1.4.2. Desordenes de ganancia de funcién
1.3.1.4.2.1. Factor V Leiden

Esta producido por un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés)
con cambio de sentido en el gen del FV, que lleva a un cambio de arginina por glutamina,
el cual proporciona al FVa resistencia a la accion anticoagulante de la APC. Esto produce
un aumento de actividad del FVVa y por tanto un aumento del riesgo trombotico. Fue
descubierto por Bertina et al [123] en 1994 y tiene una prevalencia aproximada del 5%
en la poblacion caucésica [124]. Se estima que el FVL aumenta el riesgo de TEV
alrededor de 4-8 veces en personas heterocigotas [123]. La prevalencia de portadores
homocigotos en la poblacion caucasica es aproximadamente de 1 cada 5000 individuos
[125] y se asocia con un riesgo de TEV de 50 a 80 veces mayor que la poblacion general
[123,126].

1.3.1.4.2.2. Mutacion en el gen de la protrombina

La protrombina (FII) es la precursora de la trombina, la cual presenta actividades
procoagulantes, anticoagulantes y antifibrinoliticas, por lo que un desorden en esta
proteina resulta en maltiples desequilibrios en la hemostasia. En 1996, Poort et al [127],
estudiando 28 familias con historia de TEV, descubrieron un SNP en la region 3’-UTR
(untranslated region) del gen que codifica la protrombina, en el cual se sustituia una
guanina por una adenina en el nucléotido 20210. Esta sustitucion se correlacionaba con
niveles méas altos de protrombina en sangre, alrededor del 30% mas que la poblacion
general, y con un riesgo de TEV 2,8 veces mayor en heterocigotos [127]. En cuanto a su
prevalencia, se estima que esta entre el 0,7% y el 4% en caucésicos [128], mientras que

su presencia en la raza negra y asiatica es mucho mas baja [129].

1.3.1.4.3. Otros desérdenes en proteinas de la coagulacion

Niveles elevados de muchos otros factores procoagulantes (FVII, FVIII, FIX, FX, FXI,
fibrindgeno y FYW) han sido asociados con un mayor riesgo de TEV [130-136], aunque
el papel de la variacion genética en estas asociaciones no se conoce con profundidad. Por
el contrario, niveles altos de FV, FXII y FXIII no han demostrado tener una clara relacion

con el riesgo trombotico [137,138].

En un estudio caso-control reciente con 2.377 pacientes diagnosticados de TEV y 2.940
controles, se evalud la asociacion entre los niveles de 8 factores de la coagulacién en
sangre (FII, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, fibrindgeno y FYW) y el riesgo de TEV. Se
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observo que niveles elevados de todos ellos aumentaban el riesgo de TEV, y que el FVI11I

y el FYW eran los que mostraban una asociacion mas fuerte [139].

Otro ejemplo de trombofilia asociada a ganancia de funcién fue la descubierta por Simioni
et al [140] en una familia de la ciudad italiana de Padua, a través de un paciente de 23
afios diagnosticado de TVP. Ellos encontraron una sustitucion de una arginina por una
leucina en la posicion 338 del FIX. En este caso, los niveles de FIX en sangre eran
normales, sin embargo, su actividad era de 8 veces mayor que la normal. Esto producia
una activacion acelerada de FX, llevando a un aumento del riesgo trombotico. Simioni et
al denominaron a esta variante FIX Padua y estudios recientes sugieren que este aumento
en la actividad del factor IX se debe a una mejor union con su cofactor en el complejo
tenasa, el FVIlla [141].

Cabe destacar también la importancia de un SNP ubicado en la posicion 10034 de FGG,
uno de los 3 genes del fibrindgeno, y que produce el cambio de una citosina por una
timina, el cual causa niveles reducidos en plasma de la cadena y del fibrindgeno. Esta
variante esta presente en un 6% de la poblacion y esté asociada a un riesgo trombético de
dos veces més que los no portadores [142].

Otro SNP en el gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) también ha sido
asociado con el riesgo de TEV. La variante C>T en la posicion 677 (rs1801133) tiene una
prevalencia aproximada del 10% en homocigosis y causa niveles elevados de
homocisteina en sangre [143]. Una gran cantidad de estudios han evaluado el papel de
este polimorfismo en el riesgo de TEV y encontramos resultados tan variables que van
desde que aumenta el riesgo de TEV 2,5 veces respecto a la poblacion general hasta que
no tiene ninguna asociacion con la enfermedad tromboembdlica venosa, o que incluso
solamente aumenta el riesgo trombético en presencia de otras alteraciones trombofilicas,

por lo que su implicacién en el TEV sigue siendo controvertida [144-149].

Muchos otros SNPs han sido asociados con el riesgo de TEV gracias a los estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés). Estos SNPs han sido
encontrados principalmente en genes o cerca de genes que codifican proteinas
relacionadas con la coagulacién [150]. La mayoria de estos polimorfismos, por si solos,
tienen un efecto modesto en el riesgo de TEV, pero el testeo multiple de muchos de ellos
en paneles de secuenciacion podria mejorar la capacidad predictiva del riego de

enfermedad tromboembdlica venosa en un individuo concreto.
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1.3.2. Factores de riesgo adquiridos
1.3.21. Edad

Existe una gran evidencia de la influencia de la edad en el riesgo de TEV. La incidencia
de TEV aumenta exponencialmente desde una tasa de <5 casos por 100.000
habitantes/afio en menores de 15 afios hasta valores en el rango de 450-600 casos por
100.000 habitantes/afio en individuos mayores de 80 afios [4,12]. Hansson et al
observaron una incidencia de 132 casos por 1000.000 habitantes/afio en poblacién entre
los 50 y los 59 afios de edad, mientras que en individuos de entre 70 y 79 afios, la
incidencia aumentaba hasta los 522 casos por 100.000 habitantes/afio [151]. Naess et al
demostraron que la probabilidad de desarrollar un episodio de TEV era de mas del triple
en personas mayores de 70 afios que en individuos entre 45 y 69 afios y 9 veces mayor
que en personas de entre 20 y 44 afios [3]. Las razones de este incremento de la incidencia
de TEV con la edad no han sido completamente esclarecidas, si bien se cree que es debida
a una acumulacion de factores de riesgo ambientales clasicos, como la inmovilidad,
cirugia, enfermedades concomitantes, etc. Ademas, la fuerza muscular general disminuye
con el envejecimiento, lo que también afecta a las bombas musculares presentes en la
vasculatura y en su eficacia para favorecer el retorno venoso. También existen cambios
vasculares relacionados con la edad, como son la dilatacion de la pared venosa y la
disfuncion valvular, lo que lleva a un aumento de la estasis venosa y de la presion venosa
distal [152-155]. El envejecimiento también se ha asociado con cambios en los niveles de
factores de la coagulacion, como por ejemplo el FVI1I o el FVI1la, cuyos niveles aumentan
con la edad [156,157].

1.3.2.2. Género

A pesar de que el género es una caracteristica epidemioldgica esencial y tiene influencia
sobre el riesgo en gran cantidad de enfermedades, su papel en el TEV no ha sido
completamente caracterizado. EI género masculino si se ha asociado con un aumento del
riesgo de recurrencia [158], pero la relacién entre el género y el riesgo de TEV incidente
estd menos definida y varia dependiendo de si incluimos en el anélisis factores de riesgo
reproductivos y hormonales [159]. Silverstein et al mostraron una incidencia mas alta en
mujeres jovenes que, sin embargo, se invertia hacia una incidencia mayor en hombres
cuando la edad era mas avanzada [12]. Anderson et al, como podemos ver en la figura 6,
encontraron incidencias de TEV similares entre hombres y mujeres en la poblacion joven,

pero conforme aumentaba la edad, la incidencia cada vez era mayor en hombres [4].
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Cushman et al hallaron incidencias similares para ambos sexos excepto para individuos
mayores de 75 afios, donde los hombres presentaban una tasa de TEV del doble que las
mujeres [160], y Nordstrom et al no encontraron diferencias en la incidencia de TVP entre
ambos sexos [161]. White et al advirtieron tasas mas altas de TEV en mujeres que en
hombres, hecho que fue debido principalmente a la mayor incidencia en mujeres en
personas mayores de 80 afios [103]. Marshall et al, analizando los datos de méas de
100.000 pacientes de TEV no hallaron diferencias en cuanto a la mortalidad asociada al
género [162]. Como vemos, los datos son muy variables e inconsistentes por lo que es

probable gue la incidencia de TEV sea similar entre hombres y mujeres.
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Figura 6. Tasa de incidencia de TEV por 100.000 habitantes en funcion de la edad

y separado por género (Anderson FA et al, 1991).
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1.3.2.3. Obesidad

La obesidad esta definida por un IMC > 30 kg/m? y esta asociada con gran cantidad de
enfermedades cardiovasculares [163,164]. En cuanto a su efecto en el TEV, se ha
demostrado que la presencia de obesidad aumenta el riesgo de TEV entre 2 y 3 veces
respecto a personas con normopeso [165-167], y que este riesgo es incluso mayor en
personas con obesidad severa (IMC > 40 kg/m?). Estudios de dinamica de flujo sanguineo
mostraron diferencias en las venas profundas de personas obesas, con un aumento
significativo del didmetro de la vena femoral respecto a personas con normopeso [168].
Esto podria ser explicado por un aumento de la presion intraabdominal, lo que llevaria a
una distensién de la pared venosa, produciendo un aumento de la estasis y una velocidad
de flujo sanguineo reducida en personas obesas [169]. También se ha demostrado que el
tejido adiposo sintetiza diversas sustancias proinflamatorias y antifibrinoliticas, como el
PAI-1 [170], lo que favoreceria un estado de hipercoagulacién [171]. Niveles mas
elevados de fibrindgeno y de algunos factores de la coagulacion se han observado en
personas obesas [172] y también se ha asociado la obesidad con un aumento de la
actividad plaquetaria [173]. En un estudio caso-control reciente, se observé una clara
asociacion entre la obesidad y la incidencia de TVP, sin embargo, la tasa de mortalidad
era significativamente mas elevada en personas con normopeso que en personas obesas
[174]. Esto nos podria indicar la influencia, en la enfermedad trombética, del fendmeno
de la paradoja de la obesidad, una hip6tesis médica que sostiene que la obesidad puede,
de forma contradictoria, ser protectora y asociarse con una mayor supervivencia en ciertos
grupos de personas, como los individuos muy ancianos 0 aquellos con ciertas

enfermedades cronicas [175,176].

1.3.2.4.  Sindrome antifosfolipido

El SAF es originado por la produccién de un grupo heterogéneo de autoanticuerpos, los
cuéles reconocen fosfolipidos presentes en las membranas celulares, complejos
fosfolipido-proteina o incluso proteinas con alta afinidad por los fosfolipidos, como la
B2-glicoproteina T (B2GPI) y la protrombina. Aunque existe un amplio espectro de
autoanticuerpos, se suelen clasificar en tres grupos: anticuerpos anticardiolipinas (anti-
CLs), anticoagulante lupico (AL), y anticuerpos B2-glicoproteina | (anti-B2GPIs). El
término "sindrome antifosfolipido primario” se utiliza cuando el SAF aparece en ausencia
de otras enfermedades autoinmunitarias, mientras que el término "sindrome

antifosfolipido secundario” se utiliza cuando el SAF aparece en el marco de otras
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enfermedades autoinmunitarias, siendo el lupus eritematoso sistémico la mas comun
[177]. Estos autoanticuerpos interfieren con los mecanismos fisiologicos de la
coagulacion y la fibrinolisis, llevando el equilibrio hemostatico hacia un estado
procoagulante, y su relacion con la trombosis venosa y arterial ha sido bien definida
[178,179]. En la poblacion sana, la incidencia del SAF es de entre el 1% y el 5% y es mas
frecuente en mujeres jovenes [180], siendo causante en muchos casos de abortos y otros
problemas obstétricos [181]. La trombosis venosa es la manifestacion clinica mas comin
del SAF. Un reciente metaanalisis que estudio la relacion entre el AL y los anti-CLs con
la trombosis venosa concluyé que todos los estudios reportaban una asociacién
significativa entre el AL y el TEV, con un riesgo de hasta 16 veces mayor para los
pacientes con AL. Sin embargo, la relacion entre los anti-CLs y la enfermedad
tromboembdlica venosa no fue confirmada [182]. La presencia de anti-B2GPIs se ha
asociado con un aumento de 5 veces del riesgo de TEV [183]. En dos estudios
prospectivos caso-control se observo que no existia asociacion entre la presencia de
anticuerpos anti-CLs y la incidencia de TEV [184,185]. EI mecanismo fisiopatoldgico
por el que el SAF produce este estado procoagulante no esta del todo resuelto, si bien es
cierto que se ha visto que los autoanticuerpos producidos interaccionan con gran cantidad
de proteinas involucradas en la coagulacidn, entre ellas, la protrombina [186,187], la
B2GPI [188,189], la APC [190], la PS [190], el HMWK [191], el t-PA [192], el FXII
[193], el FVII/V1Ia [194] y el FXa [195] entre otros. Ademas, se ha demostrado que los
pacientes con SAF tienen unos mayores niveles de activacion plaquetaria [196] asi como

una mayor activacion de las células endoteliales [197].

1.3.25. Tabaco

Muchos estudios han demostrado la relacion entre el tabaco y el riesgo de TEV [198,199].
Ademas, este incremento del riesgo en fumadores parece ser dosis-dependiente,
aumentando en funcion del numero de cigarros fumados al dia [200-202]. La
fisiopatologia de esta relacion no ha sido del todo esclarecida, sin embargo, se han
observado cambios en diversos mecanismos hemostaticos en personas fumadoras, entre
ellos, alteraciones en los niveles de diversos factores de la coagulacién y fibrinoliticos y
desérdenes en la actividad plaquetaria [203-205]. Se piensa que parte de esta relacion
entre el tabaco y el riesgo de TEV podria estar mediada por enfermedades secundarias

relacionadas con el tabaco, la mas importante de ellas, el cancer [204,206,207].
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1.3.26. Cancer

La conexion entre cancer y trombosis existe desde hace mas de 150 afios, cuando Armand
Trousseau sugirio una posible relacién entre ambas enfermedades [208]. Durante todo
este tiempo, se ha demostrado que el TEV es una complicacion comun en pacientes
oncologicos y representa una importante causa de morbilidad y mortalidad. Alrededor del
20% del total de episodios de TEV corresponden a pacientes oncoldgicos [209,210],
siendo mas frecuente en pacientes con cancer de cerebro, pancreas, ovario, colon,
estdbmago, pulmon, rifion o huesos [211,212], y en pacientes con metéstasis [212]. Los
tratamientos anticancerigenos, como la quimioterapia o la terapia hormonal, también se
asocian con un mayor riesgo de TEV [213-218]. Ademas, el TEV es un marcador de
cancer oculto [219], y hasta un 10% de pacientes con un primer episodio son
diagnosticados de cancer antes de que transcurra un afio [220,221]. A pesar de la conocida
relacién entre cancer y TEV, los mecanismos fisiopatoldgicos que promueven la

trombosis en pacientes oncoldgicos no estan claros y parecen ser muy heterogéneos [222].

La activacion directa de la coagulacion y de las plaquetas puede ocurrir a través de
muchos factores expresados en la membrana o secretados por las células tumorales [223].
De éstos, el mejor caracterizado es el FT, el cual se expresa en la membrana de las células
cancerigenas, pero también en las microparticulas liberadas por éstas [224,225], las cuéles
se han asociado a un aumento en el riesgo de TEV en personas con cancer [223]. Estas
microparticulas también pueden participar directa o indirectamente en la generacion de
un ambiente protrombotico, ya que ademas de FT en su membrana, pueden poseer
fosfatidilserina (PS), la cual aporta una superficie de carga negativa que favorece el
ensamblaje de los complejos de coagulacion [226]. También se ha demostrado que las
microparticulas positivas en FT promueven la activacion plagquetaria y favorecen la
trombosis en ratones [224]. Por otra parte, los fibroblastos asociados al cancer producen
podoplanina, una proteina que causa la activacion y agregacion de las plaquetas
[227,228]. Ademas, niveles aumentados de PAI-1 en sangre se han observado en
pacientes oncoldgicos, lo que se traduce en una menor actividad fibrinolitica y un mayor
riesgo de TEV [229]. En esta linea, también se ha observado como el efecto trombotico
inducido por bevacizumab, un anticuerpo monoclonal antineoplasico, se veia
considerablemente reducido por un inhibidor del PAI-1, lo que refuerza el papel de PAI-
1 en la trombosis asociada al cancer [230]. Otros estudios han observado niveles elevados

de trombina en algunos tipos de cancer [231] y de otros agonistas plaquetarios, como el
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ADP [232]. Las células tumorales también son capaces de secretar citoquinas
proinflamatorias, asi como moléculas de adhesion, que pueden causar la activacion
plaquetaria y promover un fenotipo procoagulante [233,234]. Por (timo, y de forma més
reciente, se ha descrito que, en presencia de factores tumorales, los neutrofilos secretan
las denominadas trampas extracelulares de neutrofilos (NETS, por sus siglas en inglés),
cuya implicacion en la trombosis ha sido ampliamente demostrada [235-238]. Los NETs
sirven como un andamio que puede atrapar fisicamente a las plaquetas y activarlas,
promoviendo también la deposicidn de fibrina y favoreciendo la formacion de coagulos.
Los tumores también generan un microambiente altamente hipoxico, lo que promueve la
disfuncion endotelial y la secrecion de agonistas plaquetarios [239] y muchas células
tumorales producen el denominado procoagulante del cancer, una cistein-proteasa capaz
de activar al FX [240,241].

Ademaés de todos estos mecanismos que producen un estado hipercoagulante del paciente
oncoldgico, en muchos casos se dan otras situaciones que aumentan la estasis venosa,
incrementando ain mas el riesgo trombético, como son la compresién vascular en
pacientes con masas tumorales voluminosas, la inmovilizacion en cama 0 un proceso

quirdrgico [242].

1.3.2.7. Hospitalizacion

El factor de riesgo adquirido transitorio mas comun en pacientes con TEV es la
hospitalizacién. De hecho, hasta un 60% de los casos de TEV ocurre durante un periodo
de hospitalizacion o en los 90 dias posteriores, lo que convierte a esta enfermedad en la
principal causa evitable de muerte en hospitales [209].

En un estudio caso-control realizado en 2019, un periodo de hospitalizacion sin
inmovilizacion aumentaba el riesgo de TEV 6 veces, mientras que si la hospitalizacion
también incluia inmovilizacion el riesgo de TEV llegaba a ser de hasta 20 veces mayor
que en la poblacion general. Ademas, el riesgo aumentaba ligeramente con el total de dias
pasados en el hospital y con el nimero de hospitalizaciones acumuladas [243]. En un
estudio anterior, la incidencia de TEV entre personas hospitalizadas fue de hasta 100

veces mayor que en la poblacion general [244].

Por otro lado, el TEV hospitalario se asocia a una mayor frecuencia de embolismo
pulmonar mortal y a una mayor mortalidad global [245]. En este sentido, también se ha

descrito que la frecuencia de TEP mortal es mayor en los pacientes hospitalizados por
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patologia médica frente a aquellos que lo estan por intervencién quirdrgica [246]. Este
peor prondstico del TEV hospitalario, y del ingreso médico frente al quirtrgico, podria
estar explicado por el mayor grado de comorbilidades y la peor situacion clinica de los
pacientes hospitalizados [247]. Los resultados de dos grandes estudios transversales
epidemioldgicos indicaron que entre un 41% y un 52% de los pacientes hospitalizados
por patologia médica presentan un riesgo moderado o alto de desarrollar TEV [245,246].
En la misma linea, tres grandes ensayos clinicos pusieron de manifiesto la eficacia de la
instauracion de tromboprofilaxis en pacientes hospitalizados por motivos médicos,
demostrando una reduccién relativa del riesgo de desarrollar episodios tromboembdlicos
que oscild entre el 45% y el 63% [245,246,248]. Estos datos ponen de manifiesto la
necesidad de la identificacion de los pacientes hospitalizados que presenten un elevado
riesgo de TEV, con la finalidad de proporcionarles una tromboprofilaxis segura y

efectiva.

1.3.2.8. Cirugia

La cirugia es otro importante factor de riesgo adquirido transitorio de TEV. Un estudio
caso-control mostrd, en personas que habian tenido una intervencion quirdrgica con
anestesia durante los ultimos tres meses, un riesgo de TEV 22 veces mayor que la
poblacion general [249]. El efecto de la cirugia en el riesgo de TEV va disminuyendo con
el tiempo, pero sigue teniendo influencia hasta al menos un afio después del
procedimiento. El riesgo de TEV es mas alto en pacientes que se someten a una
intervencion con ingreso hospitalario respecto a una intervencion ambulatoria [250], y la
duracion de la operacion estd asociada positivamente con el riesgo de TEV [251]. El
riesgo de TEV también varia dependiendo del tipo de cirugia, siendo la neurocirugia, la
cirugia ortopédica de miembros inferiores y las cirugias toracicas y abdominales las que

presentan un mayor riesgo trombético [250,252].

1.3.2.9. Traumatismo

La existencia de traumatismos severos o fracturas se asocia con un aumento del riesgo de
TEV de entre 4,5y 12 veces respecto a la poblacién general [249,253]. La mortalidad en
pacientes hospitalizados por traumatismo parece estar significativamente aumentada por
la existencia de TEV [254], y lesiones menores en las piernas (que no requieren cirugia,
inmovilizacion ortopédica o reposo prolongado en cama) también se asocian con un
mayor riesgo trombotico [255]. Los traumatismos y fracturas en miembros inferiores,

pelvis y médula espinal parecen ser los que producen un mayor aumento de TEV [256],
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por lo que una adecuada evaluacion y una tromboprofilaxis efectiva son necesarias para

disminuir la incidencia de eventos trombdticos en estos pacientes.

1.3.2.10. Inmovilizacién

La inmovilizacion es otro factor de riesgo importante de TEV, presumiblemente debido
al aumento de la estasis del flujo sanguineo en el sistema venoso. Las situaciones mas
comunes de inmovilizacion incluyen reposo en cama (de una duraciéon de al menos 4
dias), vendaje o yeso en articulaciones y paresia de miembros inferiores debido a
afecciones neurologicas. Precisamente, un estudio caso-control mostré que este tipo de
pacientes con enfermedad neuroldgica y paresia de piernas tenian 6 veces mas riesgo de
padecer TEV que la poblacion general [253]. Otro estudio similar mostré que hasta el
15% de los pacientes que habian estado encamados méas de una semana antes de la muerte
presentaban trombosis venosa cuando se les hizo la autopsia, y que este porcentaje rozaba
el 80% después de un periodo prolongado en cama [257]. Warlow et al observaron, en un
estudio realizado en pacientes con hemiplejia derivada de ictus, la presencia de TVP
asintomatica en el 60% de las extremidades paralizadas, en comparacion con un 7% de

presencia de TVP en las extremidades no paralizadas [258].

Los viajes de larga duracién también suponen situaciones de riesgo de TEV por la
inmovilizacion de miembros inferiores. En un estudio de 231 sujetos sin historia de TEV,
los cuéles embarcaron en vuelos de mas de 8 horas de duracion, observaron que ninguno
de los individuos que vestia medias de compresién tuvo evidencia de TVP tras el viaje,
mientras que el 10% de aquellos que no las llevaban desarrollaron TVP asintomatica
[259]. Ademas, se ha visto que el riesgo de TEV es similar en personas que viajan en
avion, tren, coche o autobus [260], y que ver la television, actividad que puede ser
utilizada como medidor de un comportamiento sedentario y de inmovilizacion, también

se ha asociado con el riesgo de TEV siguiendo un patron dosis-dependiente [261].

1.3.2.11. Catéteres venosos

La presencia de catéteres venosos 0 marcapasos se asocia con hasta el 9% de todos los
episodios de TEV incidente que se producen [209] y se ha visto que aumenta el riesgo de
TEV 5,6 veces respecto a la poblacidn general [249]. El riesgo de TEV varia dependiendo
del tipo de catéter, del material y del lugar dentro del sistema venoso donde esté insertado
[262-264].
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1.3.2.12. Embarazo y puerperio

La tasa de incidencia de TEV asociada a embarazo se encuentra alrededor de los 200
eventos por cada 100.000 mujeres/afio, un riesgo relativo de 4 veces mas respecto a
mujeres no embarazadas en edad fértil [265,266]. El riesgo de TEV durante el puerperio
es alrededor de 5 veces mas alto que durante el embarazo [265]. En un estudio hecho en
Suecia que trataba de evaluar la incidencia de la mortalidad materna durante el embarazo,
el parto y el puerperio, el TEP fue la principal causa de muerte materna después del parto,
con alrededor de un evento de TEP por cada 1.000 nacimientos y alrededor de una muerte
por TEP por cada 100.000 nacimientos [267].

La mayor prevalencia de TEV en mujeres embarazadas podria ser explicada por los
cambios fisiolégicos que se producen en muchas proteinas involucradas en la
coagulacién. Durante el embarazo, los niveles de algunos factores de la coagulacion
aumentan, algunos pardmetros clinicos que se utilizan para evaluar el equilibrio
hemostatico de un individuo se tornan hacia el lado procoagulante, las concentraciones
de anticoagulantes naturales disminuyen y los niveles de proteinas involucradas en la
fibrinolisis también se desregulan [268,269]. Estos cambios tan significativos generan un
estado de hipercoagulacion en la mujer embarazada que parecen ser una respuesta
fisiologica para mantener una funcién placentaria normal y reducir el riesgo de

hemorragia masiva durante el parto [270].

1.3.2.13.  Anticonceptivos orales y terapia hormonal

El uso de anticonceptivos orales (ACOs) en mujeres se asocia a un aumento de la
incidencia de TEV de entre 2 y 5 veces [253,271-273]. Ademas, se ha demostrado que el
riesgo varia en funcion del tipo de anticonceptivo oral utilizado, de la duracion del
tratamiento y que sigue un patron dosis-dependiente, asociandose un mayor riesgo de
TEV adosis més altas de ACOs [271-273]. Un caso curioso de efecto sinérgico se observa
entre el riesgo de TEV producido por los ACOs y la presencia de FVL. Se estima que las
mujeres heterocigotas para FVL tienen un riego aumentado de TEV de unas 4-8 veces y
que el uso de ACOs produce un incremento del riesgo de entre 2 y 5. Sin embargo, en
presencia de ambos factores, el riesgo de TEV puede llegar a ser de hasta 34 veces mas
[274]. Esto probablemente es debido a que el uso de ACOs induce a la resistencia a la
APC [275], como se mostré en un estudio en el que hasta el 60% de mujeres que

padecieron un evento de TEV durante el uso de ACOs eran APC resistentes [274]. Esta
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condicion adquirida por los ACOs agravaria el efecto producido por la presencia de FVL

y generaria este efecto sinérgico observado en el riesgo de TEV.

En cuanto a la terapia hormonal sustitutiva en mujeres postmenopausicas, se ha observado
que aumenta el riesgo de TEV de 2 a 4 veces respecto a mujeres que no la utilizan [276-
280]. La administracion transdérmica de estas hormonas podria tener un menor riesgo de
TEV que la administracion oral [281]. También se ha observado un aumento en el riesgo
de TEV en los hombres que reciben tratamiento con estroégenos para el cancer de prostata
[282]. Por el contrario, las altas concentraciones endégenas de hormonas sexuales no se
han asociado con un mayor riesgo trombotico [283]. Otros factores de riesgo que se han
asociado a la aparicion de TEV son la presencia de varices [249], hiperglicemia [284],
insuficiencia cardiaca [285-287], dislipemia [288], enfermedades inflamatorias cronicas

[289], enfermedades autoinmunes [290,291], enfermedades infecciosas [292], etc

Como hemos visto en el caso del FVL y el uso de ACOs, en muchas ocasiones factores
hereditarios interaccionan con otros ambientales o adquiridos para aumentar el riesgo
trombdtico de un individuo [293-297]. Un ejemplo de ello es la grafica que se muestra en
la figura 7. Ademaés, también existen interacciones entre factores genéticos distintos
[298]. Todas estas situaciones deberian ser tenidas en cuenta a la hora de evaluar el riesgo

de TEV de un individuo, con la finalidad de tomar la mejor decision clinica posible.

Evento trombético

..... ///

Umbral trombético

Riesgo trombético

Individuo con factor V Leiden heterocigoto

------------ Individuo sin factor V Leiden heterocigoto

Edad

La figura 7 muestra el riesgo trombotico de un individuo con FVL en heterocigosis y de un
individuo sin la mutacion. Ambos experimentan, a la misma edad, un periodo de inmovilizacion,
lo que produce un incremento puntual del riesgo. En el caso del individuo con FVL, este
incremento supone superar el umbral trombdtico y desarrollar un evento de TEV.
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1.4. Diagnostico del TEV

Ante la sospecha clinica de un episodio de TEV, el primer paso es la determinacion de la
probabilidad clinica pre-test en base a una escala validada, basada principalmente en datos
clinicos. La escala més utilizada es la de Wells [299] (hay una especifica para TEP y otra
para TVP), pero también se utilizan otras como la de Ginebra [300], la de Pisa [301] o la
de Constans [302]. Estas escalas permiten estratificar la probabilidad de sufrir un episodio
de TEP o de TVP, y en funcién del resultado se toman diferentes decisiones para

continuar con el diagnéstico.

En el caso de pacientes con sospecha de TEP, tras una probabilidad baja o intermedia en
la escala de Wells, se determina la concentracion plasmatica de dimero D, mientras que
en pacientes con probabilidad alta deben realizarse directamente las pruebas de imagen
de confirmacion, una APTC o una gammagrafia pulmonar de perfusion-ventilacion
(GPPV). En pacientes con probabilidad baja o intermedia de TEP y un resultado negativo
de la determinacién de dimero D, se puede descartar la existencia de TEP. En los
enfermos hospitalizados, tras intervenciones quirdrgicas y traumatismos, asi como en
embarazadas, la determinacion del dimero D tiene una utilidad limitada debido a una alta
tasa de falsos positivos. Segun las guias clinicas publicadas en 2018 por la Sociedad
Americana de Hematologia (ASH por sus siglas en inglés) para el diagndstico del TEV
[303], la GPPV tiene preferencia sobre la APTC debido a la menor exposicién a la
radiacion ionizante. En caso de un resultado negativo de la GPPV vy persistencia de
sospecha clinica de TEP, se recomienda realizar una APTC o una ecografia de las venas

profundas de la parte proximal de extremidades inferiores para descartar el evento.

Para los pacientes con sospecha de TVP de miembros inferiores, ante una probabilidad
baja en la escala de Wells se recomienda iniciar el proceso diagnoéstico con la
determinacion de la concentracién de dimero D. El resultado negativo permite descartar
la existencia de TVP. En pacientes con probabilidad intermedia o alta, o con baja y
resultado positivo de dimero D, se recomienda la realizacion de una ecografia Doppler de
miembros inferiores, una variedad de la ecografia tradicional basada en el empleo de
ultrasonidos. En pacientes con alta probabilidad de TVP y resultado negativo de la
ecografia, si no se ha concluido otro diagndstico, se recomienda realizar otra ecografia de

control transcurrida una semana.
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En el caso de pacientes con sospecha de TVP de extremidades superiores, la escala
diagndstica pretest mas utilizada es la de Constans dicotomizada, la cual separa a los
pacientes en solo dos grupos segun tengan baja o alta probabilidad de TVP. En personas
con baja probabilidad de TVP, se recomienda determinar la concentracién de dimero D,
y en caso de un resultado positivo realizar una ecografia Doppler. En el caso de pacientes
con probabilidad alta de TVP, debe realizarse directamente la ecografia Doppler. Al igual
que en pacientes con sospecha alta de TVP de miembros inferiores, si la ecografia en este
grupo de pacientes es negativa, se recomienda realizar otra ecografia transcurrida una

Semana.

1.5. Tratamiento del TEV

Para ayudar a los clinicos a tomar las mejores decisiones terapéuticas en el manejo del
evento trombdético, existen guias con recomendaciones a seguir cuando se diagnostica un
caso de TEV. Unas de las mas seguidas y mas importantes son las guias de la ASH, las
cuéles fueron actualizadas en 2020 [304]. La ASH sugiere tratar a los pacientes con TVP

0 TEP con bajo riesgo de complicaciones en casa en lugar de en el hospital.

En pacientes con TVP, el tratamiento estandar es el tratamiento con anticoagulantes. Se
recomienda el uso de ACOD (anticoagulantes orales de accion directa) por delante de los
AVK, y no se sugiere que ningin ACOD sea preferible al resto de farmacos de su mismo
grupo. Otra posibilidad es el uso de heparina de bajo peso molecular (HBPM). En la
mayoria de los pacientes con TVP proximal se sugiere administrar un tratamiento
anticoagulante en monoterapia en vez de combinar un tratamiento trombolitico con un
tratamiento anticoagulante. La trombdlisis puede considerarse en pacientes con TVP
donde existe amenaza para las extremidades y en pacientes jovenes, con bajo riesgo de
hemorragia, o con TVP sintomatica en venas iliaca o femoral (mayor riesgo de SPT
severo). En los pacientes con TVP en los que la trombdlisis se considere una opcion
terapéutica adecuada, se sugiere realizar una trombdlisis local (con catéter) en vez de una

trombalisis sistémica.

En el caso del TEP, el tratamiento inicial de eleccion dependera de la gravedad del
episodio. En los pacientes con TEP sin trastornos hemodinadmicos, se recomienda
administrar un tratamiento anticoagulante en monoterapia en vez de efectuar una
trombodlisis en combinacion con un tratamiento anticoagulante. Por el contrario, en los

pacientes con TEP y trastornos hemodinamicos, se recomienda administrar un

57



Introduccion

tratamiento trombolitico seguido de un tratamiento anticoagulante. En los pacientes en
los que la trombdlisis se considere una opcion terapéutica adecuada, se sugiere realizar

una trombolisis sistémica en vez de una trombdlisis local con catéter.

Para el tratamiento primario, es decir, el periodo minimo de tiempo que un paciente debe
estar en anticoagulacion terapéutica para tratar el TEV inicial, de los pacientes con TVP
0 TEP o ambas, sean provocados o no, siempre que sea posible, se recomienda utilizar un
esquema mas breve de anticoagulacion (3-6 meses) en lugar de uno prolongado (6-12

meses).

Una vez completado el tratamiento primario, se debe decidir si se interrumpe la terapia
anticoagulante o, por el contrario, se continta con el tratamiento antitrombotico a largo
plazo, con la intencion de prevenir posibles recurrencias. Es lo que se conoce como

prevencion secundaria.

En pacientes con TEP o TVP no provocado, lo mas recomendable es implantar una pauta
de anticoagulacién indefinida. Sin embargo, en determinadas circunstancias, como por
ejemplo cuando el equilibrio entre riesgos y beneficios es incierto, se pueden utilizar
escalas de prediccion, determinaciones de dimero D o ecografias rutinarias para detectar

trombosis residuales que ayuden a alcanzar una decision final.

En pacientes con TEP o TVP provocado por un factor de riesgo crénico se recomienda
continuar con un tratamiento anticoagulante indefinido. Por el contrario, en pacientes con
TEP o TVP provocado por un factor de riesgo transitorio, normalmente se interrumpe la

terapia antitrombotica una vez finalizado el tratamiento primario.

Como prevencion secundaria se recomienda el uso de tratamiento anticoagulante, en lugar

del uso de un antiagregante, como el &cido acetilsalicilico.

En el manejo de recurrencias trombdticas, el tratamiento primario dependera de la pauta
de prevencion secundaria que estaban siguiendo en el momento de la aparicion de la

recurrencia y, también, de la naturaleza de los episodios que ha sufrido el paciente.

Estas son algunas de las recomendaciones generales que da la ASH para el tratamiento y
manejo del TEV, pero obviamente cada caso ha de ser estudiado individualmente,
teniendo cuenta las caracteristicas especificas de cada paciente, con la finalidad de tomar
la mejor decision terapéutica. Es el caso, por ejemplo, de pacientes oncoldgicos, pacientes

con enfermedades crénicas, mujeres embarazadas o de pacientes con alto riesgo de
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hemorragia, cuyo manejo es especialmente delicado por las posibles reacciones adversas

que se pueden generar.

1.6. Biomarcadores de TEV

Por definicion, un biomarcador es una sustancia o caracteristica que debe poder medirse
objetivamente y ser evaluado como un indicador de un proceso biolégico normal, estado
patoldgico o de respuesta a un tratamiento farmacologico. Segun el uso préactico que tenga
en la clinica podra ser clasificado como biomarcador de diagndstico, pronostico o
predictivo de la enfermedad. Son muchos los biomarcadores que se han asociado al TEV.

A continuacion, se describen los més relevantes.

1.6.1. DimeroD

El dimero D es el Gnico biomarcador plasmético usado actualmente en la practica clinica.
Como ya se ha descrito, el dimero D es un producto de degradacion de la fibrina cuyos
niveles se utilizan para el diagnostico tanto del TEP como de la TVP. Sin embargo, su
utilidad clinica es limitada ya que, aunque tiene una elevada sensibilidad y permite
descartar la presencia de TEV con alta fiabilidad, su baja especificidad no permite
confirmar la existencia de TEV sin la ayuda de pruebas de imagen. Esto es debido a que
los niveles de dimero D pueden estar aumentados en otras condiciones patoldgicas
ademas del TEV, como enfermedades cardiovasculares, infecciones, cancer, cirugias
recientes, traumatismos, embarazo, edad avanzada, etc [305-311]. Ademas de para
excluir el TEV durante el proceso de diagnostico, los ensayos de dimero D también han
mostrado ser Utiles para estratificar el riesgo de recurrencia trombdtica en pacientes que
finalizan el tratamiento anticoagulante [312-315], e incluso se han propuesto diversos
modelos que incluyen los niveles de dimero D, junto con datos clinicos, para predecir la
recurrencia [316-318]. Aunque hay diversos tests disponibles para la determinacion de
dimero-D, el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés) es el método de referencia por su alta sensibilidad, capaz de detectar y discriminar

niveles muy reducidos del biomarcador [319].

1.6.2. P-selectina

La P-selectina es un miembro de la familia de las selectinas (junto con la L-selectinay la
E-selectina), moléculas de adhesion que juegan un papel fundamental en el proceso
inflamatorio y durante el reclutamiento y adhesion leucocitaria en el lugar del dafio

vascular [320,321]. La P-selectina es almacenada en los granulos a de las plaquetas y en
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los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales, desde donde, tras su activacion,
es liberada para llevar a cabo sus funciones [322]. En modelos animales de trombosis, se
ha demostrado que la expresion de P-selectina regula la deposicion de fibrina y el tamafio
del trombo [323,324]. Asimismo, niveles elevados de P-selectina mostraron un efecto
trombofilico en ratones, y una terapia basada en P-selectina corregia el estado
prohemorragico de un modelo murino de hemofilia A [325,326].

Ademas de la P-selectina de membrana, existe una forma soluble de la proteina presente
en el plasma, la cual carece de dominio transmembrana [327]. La P-selectina soluble (sP-
selectina) puede ser facilmente detectada y cuantificada por ELISA y se ha convertido en
uno de los biomarcadores méas prometedores en el estudio de la fisiopatologia del TEV.
Diversos estudios han mostrado niveles més elevados de sP-selectina en pacientes con
TEV [328-334] e incluso se ha observado una disminucion considerable de sus niveles
tras la finalizacion del tratamiento anticoagulante en pacientes con TVP y TEP [331,332].
Algunos estudios han evaluado la utilizacién de la sP-selectina junto con otros pardmetros
utilizados en la clinica, como el dimero-D o la escala de Wells, para el diagnostico del
TVP [333,334], obteniendo resultados prometedores, e incluso se han asociado los niveles

de sP-selectina con el riesgo de recurrencia trombotica [335].

1.6.3. Microparticulas

Las microparticulas son pequefias vesiculas derivadas de la gemacion de la membrana
plasmatica de diversos tipos celulares, como plaquetas, leucocitos, células endoteliales,
etc, generadas, principalmente, en respuesta a activaciéon celular, dafio o apoptosis
[336,337]. Estas microparticulas son ricas, entre otros, en FT, PS y PSGL-1, proteina de
unién a P-selectina presente en leucocitos y plaquetas, lo que les proporciona una
naturaleza altamente procoagulante [336-338]. Se ha demostrado que las microparticulas
estan involucradas en el desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias y vasculares,
y niveles elevados de microparticulas circulantes se han observado en pacientes con TEV
[339,340].

Sin embargo, resultados contradictorios han sido hallados en diversos estudios, en los
que no se aprecian diferencias en sus niveles entre pacientes con TEV y controles sanos
[328,341], por lo que la implicacion de las microparticulas circulantes en la enfermedad
tromboembdlica venosa sigue siendo controvertida. Estas diferencias encontradas en los
resultados entre estudios podrian ser explicadas por la amplia variabilidad que ofrecen

los diferentes métodos utilizados para la cuantificacion de los niveles de microparticulas,
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y por las variaciones en las condiciones preanaliticas de las actuales técnicas de deteccion
[342,343], factores que se han intentado estandarizar para una mejor comprension y
reproducibilidad de los resultados [344,345].

1.6.4. Proteina C reactiva y otros marcadores inflamatorios

Un mejor entendimiento de los fundamentos fisiopatologicos del TEV ha puesto de
manifiesto que el proceso inflamatorio juega un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad. Es por ello que en los Ultimos tiempos ha habido un creciente interés en el
estudio de marcadores de inflamacion en el TEV. Uno de los biomarcadores mas
estudiados es la proteina C reactiva (PCR), una proteina plasmatica circulante que es
ampliamente utilizada en el laboratorio clinico de rutina. Diversos estudios han
encontrado una asociacién entre el riesgo de TEV y niveles elevados de PCR [346-348],
e incluso ha mostrado un importante valor predictivo de recurrencia trombética en
pacientes oncologicos [349].

Otros marcadores inflamatorios que se han relacionado con el TEV son el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a, por sus siglas en inglés), y las interleuquinas, IL-6, IL-8 e
IL-10 entre otros. Mientras que el TNF-a, la IL-6y la IL-8 parecen tener un efecto
protrombotico, mostrando niveles significativamente mas elevados en pacientes de TEV
que en controles sanos [350,351], a la IL-10 se le atribuye un papel antinflamatorio y
antitrombdtico, con valores disminuidos en pacientes. Incluso, se ha observado en
modelo animal, que la neutralizacion de la IL-10 produce un aumento de la inflamacion

y del tamafio del trombo, efecto que se pierde cuando se adiciona IL-10 exdgena [352].

1.6.5. Generacidn de trombina

Como he mencionado antes, la trombina es el eje central de la coagulacion, por lo que la
capacidad de generar trombina de un individuo nos puede dar mucha informacion acerca
del riesgo trombdético del mismo. Mediante el test de generacién de trombina (TGT) es
posible obtener una grafica, tras activar la cascada de la coagulacion, que monitoriza
tanto la generacion como la posterior degradacion de la trombina, y de la que se pueden
extraer diversos parametros que nos indican el estado del equilibrio coagulativo de un
individuo [353,354]. Se ha demostrado la eficacia del TGT para evaluar el riesgo
hemorragico y tromboético de un individuo, asi como para poder identificar aquellos
pacientes de TEV con alto riesgo de recurrencia [312,355-358]. Ademas, es una
herramienta que cada vez estd teniendo mas relevancia en la préactica clinica, con

utilidades como la monitorizacion de tratamientos, tanto antitrombo6ticos como
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antihemorragicos, o la estratificacién de pacientes, con la finalidad de proporcionar un
tratamiento individualizado [359-361].

1.6.6. Factor VIII

Es evidente que un aumento en los niveles de los factores de la coagulacion genera una
tendencia procoagulante en el equilibrio hemostatico. Entre ellos, el FVIII es el que mas
se ha relacionado con el riesgo de TEV y diversos estudios han hallado niveles mas
elevados del mismo en pacientes de TEV respecto a controles sanos [135,136,362,363].
El FVIII también ha demostrado ser un buen predictor de recurrencia trombotica
[364,365], y sus niveles han mostrado ser independientes de la fase aguda del evento,
exhibiendo asi un efecto de causa y no de consecuencia del episodio trombotico
[366,367]. Ademas, el 60% de las variaciones en la actividad del FVIII depende de
factores no genéticos [368], y variables como la edad, la obesidad, la diabetes y
enfermedades como algunos tipos de cancer se asocian con niveles mas elevados de
FVIII [369,370,371,372].

1.6.7. NETs

Los NETSs son estructuras en forma de red, cuyo principal componente son fibras de
cromatina descondensada que forman complejos junto con los cinco tipos de histonas y
proteinas granulares con actividad citotdxica, que permiten el atrapamiento y eliminacion
de patdgenos [373]. Aunque su liberacion por los neutrofilos, durante un proceso
denominado NETosis, es beneficiosa durante una infeccion, una excesiva Yy
descontrolada formacion de NETs podria suponer un aumento del riesgo trombotico de
un individuo. Se ha demostrado que son muchos los efectos protrombéticos generados
por los NETSs, algunos de los cuales son la promocion de la activacion y agregacion
plaquetaria [374], junto a la atraccion y ensamblaje de moléculas procoagulantes, como
el FvW, fibrinbgeno [374], FXII [375], FT [376] e incluso microparticulas
procoagulantes [377]. Ademas, gran cantidad de estudios han descrito niveles mas
elevados de NETs o de algunas de las moléculas que los forman en pacientes de TEV

respecto a controles sanos [378-380].

Muchos otros biomarcadores se han asociado con la fisiopatologia del TEV en estudios
epidemioldgicos. Algunos ejemplos de ello son los monomeros de fibrina [381,382], los
cuales hace décadas ya mostraron un valor predictivo y diagndéstico en el TEV, o los

microRNAs [383-386], pequefios fragmentos circulantes de RNA que pueden regular la
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expresion genética post-transcripcionalmente y que en los ultimos afios se han postulado

como unos de los biomarcadores con mas interés y posibilidades traslacionales.

A pesar de todos estos avances y aunque muchos de estos biomarcadores muestran un
futuro muy prometedor, actualmente Unicamente los niveles de dimero-D son utilizados
en la préctica clinica de rutina, por lo que muchos mas estudios y validaciones son
necesarios en este campo. En este sentido, las tecnologias 6micas se han desmarcado
como una de las herramientas mas tiles e innovadoras para el descubrimiento de nuevos

biomarcadores, exhibiendo unas capacidades y posibilidades nunca antes vistas.

1.7. Tecnologias dmicas y TEV

En los dltimos afios se ha producido un cambio radical en las aproximaciones y técnicas
utilizadas para el estudio de las ciencias biologicas. Gran parte de la culpa de este cambio
lo tienen las tecnologias émicas, cuyo crecimiento ha sido vertiginoso en los ultimos 20

afios (Figura 8).
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Figura 8. Numero de publicaciones que contienen el término ““omics™” en el abstract
o en el titulo desde el afio 2001 al 2021.

El término "“0micas™” se refiere al empleo de tecnologias tales como la gendmica,
transcriptomica, protedmica, metaboldmica, lipidomica, etc en las que, semanticamente

hablando, se estudia "la totalidad o el conjunto de algo™
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La primera de ellas en desarrollarse y la que ha experimentado un mayor recorrido es la
gendmica, cuya gran revolucién comenz6 hace unos afios con la aparicion de los GWAS.
Los GWAS permiten estudiar todo el genoma de un individuo y asociar determinadas
variantes genéticas con fenotipos especificos. En los ultimos afios, estos estudios han
ampliado nuestro conocimiento sobre la heredabilidad del TEV y muchos polimorfismos
se han asociado con riesgos més elevados de TEV, sin embargo, estos hallazgos aun no
han sido trasladados a la préactica clinica [387-389].

La siguiente en surgir fue la protedmica, la cual se encarga del estudio de todas las
proteinas presentes en un sistema bioldgico. La protedmica se ha utilizado y se utiliza
para encontrar proteinas que actlen como biomarcadores de la enfermedad o como
posibles dianas de tratamiento. En el campo del TEV, la protedmica se ha convertido en
una herramienta muy importante para dilucidar algunos aspectos de la patogénesis y las
interacciones moleculares que tienen lugar durante la enfermedad.

La mayor parte de los esfuerzos se han centrado en la realizacion de estudios caso-control
en biofluidos como plasma o suero con los que es posible obtener perfiles proteicos
capaces de diferenciar pacientes con TEV de controles sanos. Prueba de ello es el trabajo
de Jensen et al [390], en el que llevaron a cabo un estudio prospectivo no dirigido,
mediante espectrometria de masas, en el que compararon los perfiles proteicos de 100
controles sanos y de 100 pacientes de TEV en plasma recogido antes del evento.
Detectaron 501 proteinas en un numero suficiente de muestras como para realizar el
analisis estadistico y de éstas, los niveles de 46 proteinas mostraron asociacion con la
aparicion del evento trombdtico. En otro estudio caso-control, Bruzelius et al [391]
identificaron una nueva asociacion entre los niveles de la proteina PDGFB y el TEV.
Para ello, llevaron a cabo una primera fase de screening con el plasma de 88 pacientes
de TEV y 85 controles sanos, en la cual, mediante un inmunoensayo de particulas en
suspension recubiertas por 755 anticuerpos, lograron capturar, identificar y cuantificar
los niveles de 408 proteinas. De éstas, 4 mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de pacientes y controles.

Para validar estos resultados, compararon, mediante el mismo sistema, los niveles de
estas 4 proteinas en el plasma de 580 casos de TEV y 589 controles sanos, y confirmaron

el papel de PDGFB como un potencial biomarcador de TEV.
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En cuanto a la metaboldmica, su relacidon con el TEV es todavia mas reciente y son pocos
los trabajos publicados que relacionen ambos campos. Uno de los primeros fue el estudio
de Deguchi et al [392], en el que compararon, mediante espectrometria de masas no
dirigida, el metaboloma en plasma de 40 hombres con TEV con el de 40 controles sanos.
Identificaron niveles disminuidos de varias acilcarnitinas de cadena larga (>10 atomos
de carbono) en el plasma de pacientes. Ademas, demostraron que la adicién de
acilcarnitinas de cadena larga en ensayos de coagulacion disminuia la actividad del factor
Xa, ejerciendo asi un efecto anticoagulante. Zeleznik et al [393], por su parte, llevaron a
cabo un analisis metabolomico en el plasma de 92 pacientes de TEP. Compararon el
perfil metabolico de 46 pacientes con TEP de riesgo bajo y de 46 pacientes de TEP de
riesgo intermedio-alto, a las 24 horas del diagnostico del evento, y advirtieron que 50 de
los metabolitos obtenidos tenian diferencias estadisticamente significativas entre ambas
poblaciones. Estos metabolitos pertenecian mayoritariamente a las rutas metabdlicas del
ciclo de Krebs, al metabolismo de los acidos grasos y al de las purinas.

El primer estudio metabolémico realizado de forma prospectiva fue el descrito por Jiang
et al [394], en el que analizaron y compararon muestras de plasma de 240 pacientes con
TEV y de 6.963 controles sanos, todas ellas procedentes de 3 grandes cohortes recogidas
especificamente para el disefio de estudios prospectivos. Fueron capaces de identificar
211 metabolitos en un nimero suficiente de muestras, la mayoria de ellos lipidos, y
encontraron que la clase lipidica de los diacilgliceroles y la carnitina C5 mostraban
diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y controles y estaban
asociados con la aparicion de TEV.

En otro estudio, Fraser et al [395] compararon los perfiles metabdlicos de 42 controles
sanos y de 42 pacientes de TEV, cuyo plasma fue recogido al menos 3 meses después del
evento. Identificaron 512 metabolitos y obtuvieron un panel de 21 metabolitos, 12 de
ellos lipidos, como biomarcadores de TEV. Individualmente, ninguno de ellos
diferenciaba de forma robusta pacientes y controles sanos. Sin embargo, combinados en
un modelo, eran capaces de discriminar ambas poblaciones con una sensibilidad de 0,960

y una especificidad de 0,832, mostrando asi una notable potencia estadistica.

A pesar de la conocida relacion de algunos lipidos y lipoproteinas con la fisiopatologia
del TEV, llevando a cabo actividades tanto pro- como anticoagulantes, y de la gran
cantidad de lipidos detectados en estudios metabolémicos, ningun estudio lipidomico

especifico ha sido llevado a cabo en el campo del TEV hasta la fecha.
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2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es la busqueda de biomarcadores especificos del TEV
mediante el empleo de aproximaciones émicas. Para ello, nos propusimos los siguientes

objetivos especificos:

1. Protedmica
1.1. Identificacion, mediante una primera fase de screening caso-control, de un
perfil de proteinas asociadas al TEV.
1.2.Validacioén, en una cohorte diferente y de mayor tamarfio, de las diferencias
observadas en la fase de screening.
1.3.Puesta a punto de una técnica inmunoanalitica para la cuantificacion proteica

mas sencilla, eficiente y econdémica que las disponibles actualmente.

2. Metabolomica

2.1.1dentificacidon, mediante una primera fase de screening caso-control, de un
perfil metabdlico asociadas al TEV.

2.2.Validacion, en una cohorte diferente y de mayor tamafio, de las diferencias
observadas en la fase de screening.

2.3.Estudio del efecto in vitro de los metabolitos validados en un test global de la
coagulacién como el TGT.

2.4.Estudio del grado de correlacion entre los metabolitos validados y variables
clinicas, parametros del TGT y, marcadores de inflamacién, apoptosis y
NETosis.

3. Lipidomica
3.1.1dentificacion, mediante un estudio caso-control, de un perfil lipidico asociado

al TEV.
3.2.Estudio del grado de correlacion entre los lipidos identificados y diferentes

variables clinicas relacionadas con el metabolismo del colesterol.
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3. Material y métodos

3.1. Grupos clinicos

Todos los pacientes de TEV y controles sanos incluidos en la presente Tesis Doctoral
dieron su consentimiento informado previo a la toma de muestras. Ademas, todos los
estudios fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital Universitario y Politécnico
La Fe de Valencia y la investigacion fue llevada a cabo segln los principios de la

Declaracién de Helsinki.

3.1.1. Pacientes con TEV

El diagnostico de la TVP y del TEP fue realizado y comprobado objetivamente mediante
probabilidad clinica, niveles de dimero D, ecografia Doppler y APTC. Todos los
pacientes fueron incluidos en el estudio al menos 6 meses después del evento trombético
(media de un afio) y una vez la terapia anticoagulante habia finalizado. Se seleccionaron
pacientes con TEV sin ninguno de estos factores de riesgo conocidos: trombofilia
adquirida o congénita, historia familiar de trombosis, uso de anticonceptivos orales o
terapia hormonal, embarazo, puerperio ni cirugia o inmovilizaciones en los Gltimos 3
meses. Los pacientes con TVP esplécnica, sindrome nefrético, disfuncion hepética o
renal, enfermedades infecciosas o inflamatorias, sindrome antifosfolipido, cancer activo

0 en terapia oncoldgica fueron también excluidos.

3.1.2. Controles sanos

Todos los individuos incluidos en el grupo control estaban aparentemente sanos, no
presentaban historia personal o familiar de trombosis y fueron reclutados, paralelamente
a la inclusion de pacientes, entre el personal investigador y sanitario del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe y del Hospital Universitario y Politécnico La Fe.
Dependiendo del estudio, se seleccionaron individuos con una distribucion de edad y sexo

similar a la del grupo de pacientes.

3.2. Coleccion de muestras

Las muestras sanguineas fueron recogidas entre las 8h y las 10h de la mafiana, en ayunas,
en condiciones basales y clinicamente estables. La extraccion de sangre se realizd por
puncion de la vena cubital de forma no traumatica, utilizando agujas de calibre 21, y

recogida en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson), los cuales contenian citrato trisddico
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0,109 M como anticoagulante. Posteriormente, la sangre citratada se centrifugd a 1.500 g
durante 30 minutos a 4 °C y el plasma obtenido fue alicuotado en tubos a diferentes

volumenes, permaneciendo almacenado a — 80 °C hasta su utilizacion.

3.3. Protedmica

3.3.1. Fase de screening
3.3.1.1.  Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Un total de 18 pacientes, con al menos un episodio confirmado de TEV, y 18 voluntarios
sanos, pareados por edad y sexo con los pacientes, fueron reclutados para este estudio.
Las caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio se muestran en la Tabla 1. De los
18 pacientes, 10 de ellos (55,55%) fueron diagnosticados de TVP, 3 de TEP (16,67%) y
5 (27,77%) de TVP+TEP. De estos 10 pacientes con TVP, 4 sufrieron, al menos, dos

episodios, y de los 3 pacientes con TEP, 1 tuvo una recurrencia.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV y los controles sanos estudiados

TEV Controles
P-valor
(N=18) (N=18)
Edad, afos 42,65 (12,16) 37,26 (14,54) 0,0346
Género masculino, N (%) 7 (38,88%) 8 (44,44%) -
IMC, Kg/m? 25,31 (5,48) 23,62 (3.10) 0,2383
Colesterol total, mg/dL 218,84 (297,76) 191,20 (30.35) 0,0235
Colesterol HDL, mg/dL 62,86 (12,38) 56,32 (15.90) 0,1275
Colesterol LDL, mg/dL 113,40 (58,14) 123,63 (28.78) 0,6545
Triglicéridos, mg/dL 137,40 (31,65) 88,62 (40.05) 0,0613
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Localizacion de la

trombosis, N (%)

TVP 10 (55,55%) - -
TEP 3 (16,67%) - -
TVP + TEP 5 (27,77%) - -

TEV recurrente, N (%)

TVP 4 (22,22%) - -
TEP 0 (0%) - -
TVP + TEP 1 (5,55%) - -

Las variables continuas son presentadas como la media y la desviacién estandar. Las variables
categoricas son presentadas como la cantidad y el porcentaje. Las diferencias en las variables
continuas entre pacienets y controles fueron analizadas con el test de Mann-Whitney. Se
considerd una relacion estadisticamente significativa un P-valor < 0,05.

3.3.1.2.  Determinacién de parametros bioquimicos

Los niveles de triglicéridos (TGs) plasmaticos, colesterol total, colesterol HDL y LDL,
ApoAly ApoB se determinaron mediante técnica enzimaticas de rutina en el servicio de

analisis clinicos de nuestro hospital.
3.3.1.3.  Extraccién de proteinas

Las muestras plasmaticas fueron sometidas a un proceso de deplecion proteica mediante
una columna de inmunoafinidad para varios analitos simultaneamente (MARS Human

14, Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Esta columna elimina las 14 proteinas de mayor abundancia en el plasma humano
(albumina, inmunoglobulina G (IgG), antitripsina, inmunoglobulina A (IgA),
transferrina, haptoglobina, fibrindgeno, a2-macroglobulina, ol-glicoproteina &cida,
inmunoglobulina M (IgM), apolipoproteina Al, apolipoproteina All, componente 3 del
complemento y transtiretina), las cuales comprenden el 94% del total de proteinas
humanas. Este proceso se realizé para mejorar el rango dinamico del analisis proteémico,
ya que con frecuencia las proteinas de gran abundancia en plasma ejercen un efecto de
enmascaramiento en el analisis sobre las proteinas minoritarias, y que son de interés para
nuestro estudio. Para cada una de las muestras, la elucion no retenida en su columna de

afinidad, se pas6 a un tubo y se guardd para su posterior analisis.
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A continuacion, se realizd la extraccion de las proteinas presentes en cada muestra de
plasma deplecionado, llevada a cabo en la Unidad de Protedmica del Servicio Central de
Soporte a la Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia (SCSIE). Para
ello, las fracciones correspondientes a las proteinas no retenidas fueron tratadas con una
dilucion de 10% de &cido tricloroacético en agua (TCA)(v/v) a 5 °C, agitadas y dejadas
en hielo durante 15 minutos. Las muestras fueron entonces centrifugadas (14.000 g, a 4
°C durante 20 min) y los sedimentos resultantes fueron lavados dos veces con 1 mL de
acetona fria y centrifugados a las mismas condiciones que el paso anterior. Los pellets se
dejaron a temperatura ambiente overnight para eliminar la acetona residual y, una vez
secos, fueron diluidos en 30 pL de reactivo de extraccion proteica (urea 8M y tampon de
bicarbonato de trietilamonio (TEAB) 0,5 M, pH=8), sonicados y dejados en agitacion a
temperatura ambiente durante 1 hora. La concentraciéon proteica fue medida con un
fluorimetro Qubit™ (Invitrogen) y un pool de muestras, compuesto por 6 ug de proteina

de cada una de las muestras deplecionadas, fue generado para su posterior analisis.

3.3.1.4.  Creacion de la libreria de espectros

3.3.1.4.1. Procesamiento en gel de poliacrilamida de una dimension (1D
PAGE) del pool de muestras

Se parte de un volumen del pool de muestras equivalente a 100 pg de proteina, el cual es
sometido a un proceso de desecacion mediante un evaporador rotativo o rotavapor. A
continuacion, la muestra proteica fue resuspendida en tampon Laemmli (Thermo
Scientific) y sometida a un proceso de separacion por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12% (12% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 10-well, 50
uL, BioRad). La carrera del gel fue cortada en 5 fragmentos del mismo tamario y digerida
con tripsina (Promega). La digestion se realiz6 empleandolug de tripsina en cada
fragmento y se llevd a cabo a 37 °C overnight, siguiendo las instrucciones del fabricante.
La digestion fue detenida con acido trifluoroacético (TFA) al 10%, el sobrenadante fue
recogido y los fragmentos de gel se deshidrataron con acetonitrilo (ACN) puro. Las
nuevas soluciones peptidicas fueron combinadas con su correspondiente sobrenadante,
secadas a vacio mediante un sistema SpeedVac y resuspendidas en 15 pL de 2% ACN,
0,1% TFA.
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3.3.1.4.2. Procesamiento en solucion del pool de muestras

100ug de proteina del pool de muestras fueron digeridos con tripsina siguiendo las
instrucciones del fabricante, y la mezcla peptidica obtenida fue secada mediante un
rotavapor para el proceso de isoelectroenfoque (IEF). Para ello, la mezcla digerida de
péptidos fue disuelta en 200 uL de tampodn de hidratacion (Urea 7M/Tiourea 2M/1,6%
anfolitos pH 3-11NL (no lineal)), con la cual se rehidratd la tirilla IPG (Immobilized pH
gradient) con rango pH 3-11 de 13 cm (GE Healthcare) overnight a temperatura ambiente.
Los péptidos presentes en la muestra fueron separados en funcidn de su punto isoeléctrico
por IEF (IPGphor Isoelectric Focusing System, GE Healthcare), mediante un protocolo
de aumento progresivo de voltaje de 5000 V hasta 25000 Vh. Una vez finalizado el
proceso, la tirilla fue lavada con agua bidestilada y cortada en 10 fragmentos iguales. Los
péptidos presentes en cada uno de los fragmentos fueron extraidos mediante la utilizacion
secuencial de 120 pL de las siguientes 4 soluciones de extraccion: (1) 5% ACN, 0,1%
TFA, (2) 50% ACN, 0,1% TFA, (3) 70% ACN, 0,1% TFAy (4) 99.9% ACN, 0,1% TFA.
Todas las fracciones peptidicas fueron combinadas, secadas mediante centrifugacion al
vacio y resuspendidas con 40 uL de 2% ACN, 0,1% TFA. A continuacion, la mezcla de
todas las fracciones fue purificada y concentrada mediante una columna POROS R2
(EMD Millipore), y por ultimo secada al vacio mediante un sistema SpeedVac y

resuspendida hasta una concentracion de 0,3 pg/uL en 2% ACN, 0,1% TFA.

3.3.1.4.3. Espectrometria de masas DDA o shotgun del pool de muestras

Las fracciones peptidicas del pool de muestras extraidas por electroforesis
unidimensional, asi como las obtenidas por IE, fueron analizadas por espectrometria de
masas para la creacion de una biblioteca de espectros. Para ello, 5 uL de cada una de ellas
fueron cargadas en una columna separadora (Columna NanoLC, 3 um C18-CL, 75 pum x
15 cm; Eksigen) y desalinizadas con 0.1% TFA a 3 pl/min durante 5 min. Los péptidos
fueron entonces cargados en una columna analitica (LC column, 3 um C18-CL, 75 pumx
12 cm, Nikkyo), la cual fue equilibrada con 5% ACN, 0,1% FA (4cido formico). La
elucion peptidica fue llevada a cabo con un flujo de 300 nL/min y un gradiente lineal de
5 a 35% de B en 180 minutos (A: 0,1% FA en agua; B: 0,1% FA en ACN). Las muestras
fueron analizadas en un espectréometro de masas en tandem tipo cuadrupolo-tiempo de
vuelo acoplado a una fuente de ionizacion con electrospray nanoESI-QqTOF (5600

TripleTOF, ABSCIEX). El andlisis se llevé a cabo en modo de adquisicion dependiente
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de datos (DDA, por sus siglas en inglés), mas concretamente en modo shotgun, en el que
se realizo un escaneo de los iones precursores entre 350 y 1.250 m/z durante 250 ms,
seguido de escaneos de productos idnicos de entre 350 y 1.500 m/z durante 150 ms. Los
25 iones mas intensos con una carga entre 2+ y 5+ fueron seleccionados para

fragmentacion tras cada escaneo.

3.3.1.4.4. ldentificacion de proteinas del pool de muestras

Para la identificacion de las proteinas detectadas mediante el anlisis por espectrometria,
se utilizaron los parametros por defecto del software ProteinPilot v5.0 (AB SCIEX), con
el que generamos una lista de picos a partir de los archivos wiff obtenidos directamente
del analisis LC-MS/MS en modo DDA del pool de muestras. El algoritmo Paragon de
ProteinPilot v5.0 fue utilizado para realizar la basqueda en la base de datos proteica de
ExXPASy (Expert Protein Analysis System) con los siguientes parametros: especificidad
por la tripsina con un missed cleavage permitido, cys-alquilacion (yodoacetamida) y
taxonomia restringida a humanos. Para evitar utilizar las mismas sefiales espectrales en
mas de una identificacion, las proteinas identificadas fueron agrupadas en funcién de sus
espectros mediante el algoritmo ProGroup de ProteinPilot v5.0. Asi, las proteinas que
compartian espectro fueron agrupadas independientemente de la secuencia peptidica
asignada, y la proteina que mas informacion espectral compartia se mostr6 como la
proteina principal del grupo. Las proteinas que mostraron un ProtScore > 1,3 se

identificaron con una confianza de > 95%.

3.3.1.5.  Deteccion de proteinas en las muestras de los sujetos del estudio
3.3.1.5.1. Extraccion de péptidos y espectrometria de masas DIA o SWATH

Los péptidos presentes en las muestras de pacientes y controles se separaron en el mismo
sistema cromatografico y en las mismas condiciones que el pool de muestras, informacién
descrita en el apartado anterior. También se utilizd el mismo espectrometro de masas en
tandem tipo cuadrupolo-tiempo de vuelo acoplado a una fuente de ionizacion con
electrospray nanoESI-QqTOF (5600 TripleTOF, AB SCIEX), pero en este caso opero en
modo de adquisicion independiente de datos (DIA, por sus siglas en inglés),
concretamente en modo SWATH (Sequential Window Acquisition of all THeoretical
Fragment-lon Spectra). En este analisis se realiz6 un escaneo de los iones precursores en
un rango entre 350 y 1.250 m/z con un tiempo de acumulacion de 0,05 s, seguido de

escaneos de productos iénicos de 0,08 s entre 350 y 1.250 m/z en un total de 32 ventanas.
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Cada ciclo tuvo una duracion de 3,05 s. Todos los iones con una carga superior a +2 se

fragmentaron en el analisis.

3.3.1.5.2. ldentificacion y cuantificacion de proteinas

Para la identificacion y cuantificacion de proteinas, los archivos obtenidos a partir del
andlisis LC-MS/MS en modo DIA fueron analizados con el software PeakViek 2.1 (AB
SCIEX). El algoritmo selecciond hasta 20 péptidos para cada proteina, presentes en la
libreria anteriormente generada, y se seleccionaron las 5 transiciones por péptido con
mayor intensidad, preferentemente con una m/z mayor que la del ion precursor (Figura
9). Se fij6 un umbral de confianza peptidica superior al 97% y un FDR (False Discovery
Rate) menor al 1%. A continuacidn, se extrajo el area cromatografica de cada transicion
y la cuantificacion de las proteinas se realiz6 sumando las areas de todas las transiciones
de los péptidos seleccionados para cada proteina. La cuantificacion mediante SWATH
nos permitié detectar y cuantificar proteinas de baja abundancia con mayor precision y
reproducibilidad.

Identificacion y construccion
de la libreria de espectros

Poolfonmadoapartr 1D PAGE e IEF Shotgun-MS (DDA)
de todas las muestras .
- & |
ﬁ. RN _ Bt 2 I
1T P | |

‘ Reconocimientoy

‘ :

J analisis cuantitativo
Muestras de pacientes = - i s S
con TEV y controles sanos SWATH-MS (DIA) Extraccion dirigida

Figura 9. Esquema del flujo de trabajo seguido para el analisis cuantitativo de las
proteinas presentes en las muestras de plasma de pacientes con TEV y controles sanos.
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3.3.1.6. Analisis estadistico

Todos los anélisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software R (version v.3.5.1).
Un modelo de regresion logistica con penalizacion Elastic Net fue llevado a cabo con los
niveles de las proteinas identificadas en ambas poblaciones. La capacidad predictiva del
modelo fue evaluada mediante la estimacion del area bajo la curva (AUC) del analisis
ROC (receiver operating characteristic), ajustando el nimero de réplicas bootstrap a
1.000.

3.3.1.7. Anotacién funcional

Para explorar la funcién biologica de las proteinas obtenidas en el modelo tras el analisis
estadistico, se utilizaron tres herramientas bioinformaticas integrales para la anotacion
RCSB-PDB  (https:/

funcional:  UniProtkKB  (https://www.uniprot.org/uniprot/),

Iwww.rcsb.org/) y STRING (https://string-db.org/).

3.3.2. Fase de validacion

3.3.2.1.  Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Un total de 60 pacientes, con al menos un episodio confirmado de TEV, y 60 voluntarios
sanos, pareados por edad y sexo con los pacientes, fueron reclutados para este estudio.
Las caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio se muestran en la Tabla 2. De los
60 pacientes, 40 de ellos (66,66%) fueron diagnosticados de TVP, 14 de TEP (23,33%) y
6 (10%) de TVP+TEP. De los pacientes con TVP, 8 sufrieron, al menos, dos episodios, y

de los pacientes con TVP+TEP, 3 de ellos tuvieron una recurrencia.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV y los controles sanos estudiados.

TEV Controles
P-valor
(N=60) (N=60)

Edad, afios 43,42 (14,22) 37,64 (13,91) 0,016
Género masculino, N (%) 25 (42,37%) 27 (46,55%) -
IMC, Kg/m? 26,11 (5,62) 24,08 (3,87) 0,077
Colesterol total, mg/dL 190,14 (41,73) 198,33 (37,43) 0,2431
Colesterol HDL, mg/dL 53,63 (13,31) 58,21 (14,73) 0,1234
Colesterol LDL, mg/dL 111,23 (35,88) 125,12 (29,05) 0,0303
Triglicéridos, mg/dL 116,23 (81,42) 89,84 (60,23) 0,0762
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Localizacion de la
trombosis, N (%)

TVP 40 (66,66%) - -
TEP 14 (23,33%) - -
TVP + TEP 6 (10%) - -

TEV recurrente, N (%)

TVP 8 (13,33%) - -
TEP 0 (0%) - -
TVP + TEP 3 (5%) - -

Las variables continuas son presentadas como la media y la desviacién estandar. Las variables
categoricas son presentadas como la cantidad y el porcentaje. Las diferencias en las variables
continuas entre pacienets y controles fueron analizadas con el test de Mann-Whitney. Se
considerd una relacion estadisticamente significativa un P-valor < 0,05.

3.3.2.2.  Determinacién de parametros bioquimicos

Los niveles de TGs plasmaéticos, colesterol total, colesterol HDL y LDL, ApoAly ApoB
se determinaron mediante técnica enzimaticas de rutina en el servicio de analisis clinicos

de nuestro hospital.

3.3.2.3.  Analisis LC-MS/MS para la cuantificacion de proteinas

El procesado y tratamiento de las muestras se llevé a cabo en la Unidad de Protedmica
del SCSIE de la Universidad de Valencia, segiin protocolos estandarizados. Para la
identificacion inequivoca y la cuantificacion absoluta (mediante la generacién de curvas
de calibrado) de las proteinas candidatas para esta fase de validacién, 2 péptidos
especificos de cada una de ellas fueron sintetizados y adquiridos en el Servicio de
Quimica de Proteinas del CNB - CSIC de la RED de laboratorios de la Comunidad de
Madrid.

La técnica escogida para esta fase de validacién fue la LC-MS/MS en modo de
monitorizacion de reacciones multiples (MRM), la cual proporciona actualmente la
mayor sensibilidad, robustez y selectividad para la cuantificacion de proteinas en

muestras complejas.
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Antes del andlisis del total de muestras, se realizd una prueba de puesta a punto de la
técnica, en la que se evalud la sefial analitica de los péptidos adquiridos en las muestras

plasmaticas de 10 pacientes con TEV y 10 controles sanos.

3.3.2.4.  Validacion por técnicas inmunoanaliticas
3.3.24.1. ELISAs comerciales

Los niveles de RBP4 (Retinol binding protein 4) y LBP (Lipopolysaccharide binding
protein) fueron cuantificados utilizando ensayos inmunoenzimaticos (ELISA tipo

sandwich) disponibles comercialmente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de LBP, se utilizé el kit comercial de Biometec y se analizaron las muestras
por duplicado. Para el calculo de la concentracion de LBP en las muestras de plasma, se
genero una curva estandar de 8 puntos realizando diluciones seriadas a 1/2 a partir de un
patrén de LBP humana a una concentracion de 50 ng/mL. En primer lugar, se afiadieron
100 uL de cada muestra, a una dilucion 1/800 (v/v) en tampon de dilucion, a cada pocillo,
ya tapizado con el anticuerpo de captura. Se incubd la placa durante 1 hora en agitacion
suave y a temperatura ambiente. Tras la incubacion, se lavé 3 veces con PBST (tampén
fosfato salino con 0,05% (m/v) de Tween-20) y se afiadieron 100 uL del anticuerpo de
deteccion, marcado con HRP (peroxidasa de rdbano). Se dej6 incubar la placa durante 1
hora a temperatura ambiente y en agitacion suave. Se lavo por triplicado con PBST, se
afiadieron 100 pL de disolucién de sustrato a cada pocillo y se incubo la placa durante 15
minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo, se afiadieron 100
uL de solucién de parada (solucion stop) a cada pocillo y se midi6 la absorbancia a 450
nm mediante un lector de placas Victor 1420 (Wallac Oy Perkin Elmer).

En el caso de RBP4, utilizamos el kit comercial de Proteintech y también analizamos las
muestras plasmaticas por duplicado. Generamos una curva estandar de 7 puntos mediante
diluciones seriadas a 1/2 a partir de un patron de RBP4 a una concentracion de 1.000
pg/mL. En primer lugar, afiadimos 100 uL de cada muestra, a una dilucion 1/100.000
(v/v) en diluyente de muestra, a cada uno de los pocillos tapizados con el anticuerpo de
captura. Dejamos incubar durante 120 minutos a 37 °C y en agitacion suave. Tras la
incubacion, se lavo 4 veces con tampdn de lavado y se afiadieron 100 uL del anticuerpo
de deteccion a cada pocillo. Se incub6 la placa durante 1 hora a 37 °C y en agitacion
suave, y se lavo 4 veces con tampoén de lavado. A continuacion, se afiadieron 100 uL de

estreptavidina conjugada con HRP e incubamos la placa durante 40 minutos en agitacion
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suave y a 37 °C. Posteriormente, lavamos 4 veces con tampon de lavado y afiadimos 100
uL de sustrato TMB (3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidina) a cada pocillo. Incubamos durante
15 minutos, en oscuridad, a 37 °C y en agitacion suave. Tras este tiempo, detuvimos la
reaccion con 100 uL de solucion stop y medimos la absorbancia a 450 nm en un lector de

placas HaloLed 96 (Dynamica Scientific Ltd).

En ambos ELISAs, utilizamos la plataforma online myassays (www.myassays.com) para
generar las curvas estdndar mediante un analisis de regresion logistica de 4 parametros.
Las sefiales analiticas de cada muestra se interpolaron en dichas curvas para obtener las

concentraciones de cada una de las proteinas estudiadas.

3.3.2.4.2. Puesta a punto de un inmunoensayo en DVD para la cuantificacion
de las proteinas candidatas

Los niveles de LBP y de PLA2G7 (Phospholipase A2 Group VII) en el plasma de
pacientes y controles fueron cuantificados mediante un inmunoensayo tipo sandwich en
formato microarray, el cual utiliza anticuerpos monoclonales especificos y un disco en
formato DVD (disco versatil digital) comercial de policarbonato como superficie de
ensayo. Estos andlisis fueron llevados a cabo en el Instituto Interuniversitario de
Investigacion de Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnoldgico de la Universidad

Politécnica de Valencia.

Un esquema del inmunoensayo desarrollado para la LBP se representa en la figura 10.
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Figura 10. Esgquema del inmunoensayo en formato microarray desarrollado para la
cuantificacion de LBP en las muestras plasmaticas de pacientes de TEV y controles
sanos.

En primer lugar, se imprimieron 50 nL del anticuerpo de captura sobre la superficie de
policarbonato del DVD. En el caso de LBP, se utilizd un anticuerpo monoclonal de raton
anti-LBP humana (biG 43) (Biometec) a una concentracion de 50 mg/L en tampon Tris
50 mM, pH 8,5. Para el PLA2G7, también denominada PAFAH (Platelet-activating
factor acetylhydrolase), también utilizamos un anticuerpo monoclonal de raton anti-
PLA2G7 humana (Cusabio) y realizamos diversas pruebas en las que variamos la
concentracion del anticuerpo de captura desde 45 mg/L hasta 200 mg/L. Como controles
positivos (C+) empleamos una IgG de cabra anti-raton (GAM) (Abcam) y una 1gG de
conejo biotinilada (RIgG-Bt) (Abcam), a unas concentraciones de impresion de 25y 4,5
mg/L respectivamente. Como control negativo (C-) utilizamos albumina de suero bovino
(BSA, por sus siglas en inglés) (Sigma-Aldrich). Los 4 reactivos se imprimieron en
formato microarray (2b0 arrays de 4x4 puntos por disco), usando un dispositivo de
impresion sin contacto (AD 1500, BioDot Inc.) a 25°C y con una humedad relativa del
90%. Tras la impresion, los discos se incubaron durante 16 horas a 37°C. Pasado este
tiempo, los discos fueron lavados con PBST, enjuagados con agua destilada y secados

por centrifugacion durante 1 minuto a 1.000 revoluciones por minuto (rpm). A
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continuacidn, afiadimos 30 pL de cada una de las muestras plasmaticas, previamente

diluidas a 1/200 (v/v) en PBST, a cada microarray.

Para el calculo de la concentracion plasmatica de LBP y PAF-AH en las muestras de
pacientes de TEV y controles sanos, generamos dos curvas estandar de 7 puntos mediante
diluciones seriadas a 1/2 a partir de un patron de LBP humana recombinante (Biometec)
a una concentracion de 800 ng/mL, y un patron de PAF-AH humana recombinante
(Cloud-Clone Corp.) a 250 ng/mL.

Una vez afiadidas las muestras o las diferentes diluciones de la curva estandar, se dejé
incubar durante 30 minutos, se lavé el disco con PBST, se enjuagd con agua destilada y
se secd por centrifugacion en las mismas condiciones que en el paso anterior. A
continuacidn, se afiadieron 30 uL del anticuerpo de deteccion a cada microarray. En el
caso de la LBP, se utilizd, a una concentracion de 20 mg/L, un anticuerpo monoclonal de
raton especifico de LBP humana (biG 412) (Biometec), el cuél fue biotinilado utilizando
el kit de biotinilacién EZ-Link Micro NHS-PEG4 (Thermo Scientific), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para la cuantificacion de PAF-AH, utilizamos un anticuerpo monoclonal de conejo
biotinilado anti-PAF-AH humana (Cusabio) y probamos diferentes concentraciones entre
1y 20 mg/L.

En ambos casos, incubamos durante 15 minutos y lavamos, enjuagamos y secamos de la
misma forma que en los pasos anteriores. A continuacion, afiadimos 30 uL de
estreptavidina-HRP a una dilucién 1/1.000 a cada microarray, incubamos durante 15
minutos, y lavamos y secamos el disco. Finalmente, agregamos 1 mL de solucion de
sustrato TMB (Dr. Fooke Laboratorien), la cual se distribuy6é de manera homogénea por
toda la superficie del DVD con la ayuda de un disco de policarbonato. Pasados 10
minutos, detuvimos la reaccion lavando y secando el disco como se ha descrito

anteriormente.

Las sefiales analiticas de los discos las obtuvimos empleando un lector de discos digitales
modificado, como se describid previamente [396]. Las sefiales son digitalizadas y
convertidas en imagenes, cada una correspondiente a una de las 20 matrices del disco, y

un algoritmo de analisis de imagenes y datos identifica cada spot en la imagen y obtiene
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los valores analiticos. Un ejemplo de las imagenes obtenidas y del proceso de impresion

de las matrices en el disco se muestra en la figura 11.

C+C+ C-0 C+ C+ C-25 C+ C+C 50 B

Figura 11. A) Ejemplo de imagenes de las matrices obtenidas tras los analisis
desarrollados en el disco. Los paneles I-V muestran los resultados de los ensayos para
0, 25, 50, 100 y 400 pg/mL de LBP, respectivamente. B) Imagen del proceso de
impresion del anticuerpo de captura en cada una de las matrices del disco.

Para el célculo de las concentraciones de cada una de las dos proteinas, generamos las
curvas estandar mediante un analisis de regresion logistica de 4 parametros con el
software SigmaPlot 11.0. Las sefiales analiticas de cada muestra se interpolaron en dichas

curvas para obtener las concentraciones de cada una de las proteinas estudiadas.

3.3.2.5.  Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software R (version v.3.5.1).
Las diferencias en los niveles de RBP4 y LBP en ambas poblaciones de estudio se analizd
mediante un test de Wilcoxon-Mann-Whitney. La correlacion de ambos métodos de
cuantificacion de la LBP se analizé mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson y
la concordancia mediante un andlisis de Bland-Altman. Un andlisis ROC fue llevado a
cabo para evaluar la potencia estadistica de ambos métodos de cuantificacion de la LBP
y para extraer el punto de corte “"6ptimo™” (mediante el indice de Youden en base a sus
valores de especificidad y sensibilidad) de cada uno de ellos. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos con una P<0,05.
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3.4. Metaboldmica

3.4.1. Reactivosy productos quimicos

Los reactivos utilizados fueron adquiridos con un grado de pureza analitico. El
acetonitrilo, el &cido formico (99%), el agua ultrapura y los estdndares internos (ISs)
fenilalanina-d5, leucina-encefalina y reserpina fueron adquiridos de Merck, mientras que
la cafeina-d9 la obtuvimos de Toronto Research Chemicals. La L-acetilcarnitina, la
oleamida, la L-arginina y el Aldo-PC fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, y el
Xestoaminol C lo obtuvimos gracias a una colaboracion con el grupo del Dr. Robert A.
Keyzers (Center for Biodiscovery and School of Chemical and Physical Sciences,

Victoria University of Wellington, New Zealand).

3.4.2. Fase de screening
3.4.2.1. Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Un total de 40 pacientes, con al menos un episodio confirmado de TEV, y 40 voluntarios
sanos, pareados por edad y sexo con los pacientes, fueron reclutados para este estudio.
Sin embargo, debido a problemas con el procesado y la extraccién de metabolitos, las
muestras de 1 paciente con TEV y de 8 controles sanos fueron descartadas. Las
caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos finalmente en el estudio se muestran en la
Tabla 3. De los 39 pacientes, 24 de ellos (61,53%) fueron diagnosticados de TVP, 8 de
TEP (20,51%) y 7 (17,95%) de TVP+TEP. De los pacientes con TVP, 5 sufrieron, al
menos, dos episodios tromboticos, y de los pacientes con TVP+TEP, 3 de ellos tuvieron

una recurrencia.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV y los controles sanos estudiados.

TEV Controles
P-valor
(N=39) (N=32)
Edad, afos 43,56 (12,16) 34,26 (14,54) 0,0076
Género masculino, N (%) 13 (33,33%) 15 (46,87%) -
IMC, Kg/m? 26,71 (5,48) 24,35 (3,10) 0,1783
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Colesterol total, mg/dL 213,60 (29,79) 191,20 (30,35) 0,0125
Colesterol HDL, mg/dL 57,86 (11,18) 56,32 (15,90) 0,1085
Colesterol LDL, mg/dL 110,40 (65,14) 123,63 (28,78) 0,8535
Triglicéridos, mg/dL 133,20 (28,75) 88,62 (40,05) 0,0824

Localizacion de la
trombosis, N (%)

TVP 24 (61,53%) - -
TEP 8 (20,51%) - -
TVP + TEP 7 (17,95%) - -

TEV recurrente, N (%)

TVP 5 (12,82%) - -
TEP 0 (0%) - -
TVP + TEP 3 (7,69%) - -

Las variables continuas son presentadas como la media y la desviacién estandar. Las variables
categoricas son presentadas como la cantidad y el porcentaje. Las diferencias en las variables
continuas entre pacienets y controles fueron analizadas con el test de Mann-Whitney. Se
considerd una relacion estadisticamente significativa un P-valor < 0,05.

3.4.2.2. Determinacién de parametros bioquimicos

Los niveles de TGs plasmaéticos, colesterol total, colesterol HDL y LDL, ApoAly ApoB
se determinaron mediante técnica enzimaticas de rutina en el servicio de analisis clinicos

de nuestro hospital.

3.4.2.3. Procesado de muestras y secuencia analitica

El procesado y tratamiento de las muestras se llevo a cabo en la Unidad Analitica del
Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de Valencia, segun protocolos estandarizados.
En primer lugar, se afiadieron 150 pL de ACN frio (0,1%, v/v) a 50 pL de cada muestra
plasmatica, se agitaron en vortex y se mantuvieron a -20 °C durante 30 min para la
precipitacion de las proteinas. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 13.000 g,
durante 10 min a 4 °C, se transfirieron 120 pL del sobrenadante a un nuevo eppendorf y
se volvié a centrifugar en las mimas condiciones descritas anteriormente. Se trasladaron

25 L de cada muestra a una placa de 96 pocillos y se afladieron 125 pL de H.O (HCOOH
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al 0,1%, v/v) y 5 pL de una solucion de mezcla que contenia los estandares internos (20
K1M). El control de calidad (QC, por sus siglas en inglés) se preparé mezclando 10 pL de
cada muestra plasmatica. También se prepard un blanco reemplazando el plasma por agua
ultrapura en los mismos tubos en los que se realiz6 la extraccion de sangre, con el fin de
identificar posibles artefactos del tubo, reactivos y otros materiales. Finalmente, las
muestras se inyectaron aleatoriamente en el sistema cromatografico para evitar la
variabilidad intra-lote. Un QC fue inyectado cada 6 muestras para mejorar la calidad y la
reproducibilidad de los datos, y el blanco se inyecto al final de la secuencia analitica. La
estabilidad de las muestras y la variabilidad analitica fueron comprobadas a través de las
intensidades de los estandares internos.

3.4.2.4.  Andlisis UPLC-QToF-MS

El analisis metabolomico se llevo a cabo utilizando un sistema de cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento (UPLC, por sus siglas en inglés) acoplado a un espectrometro
de masas con un analizador QToF iFunnel Agilent 6550 (Agilent Technologies). Los
analitos se separaron en una columna cromatografica de fase reversa UPLC BEH C18
(100 x 2,1 mm, 1,7 um) de Waters. La temperatura del inyector automatico y de la
columna se mantuvo a 4 °C y 45 °C, respectivamente, y el volumen de inyeccion fue de
5 uL. La fase mévil A estaba compuesta por H20 y la fase movil B por acetonitrilo, ambas
con un 0,1 % de &cido formico, y los analitos fueron separados mediante un gradiente de
elucion a un caudal de 400 pl x min* durante 12 minutos. La fase A se mantuvo al 98%
durante 4 min, y luego disminuy6 hasta el 80 % en 4 minutos y al 5% en 1 min. La fase
mavil B se mantuvo al 95% durante 4 min y luego se usé un gradiente de 15 s para volver
a las condiciones iniciales, las cuales se mantuvieron durante 2 min 45 s hasta la
recuperacion total de la columna. La adquisicién de datos se llevo a cabo en modo de
barrido completo (full scan) entre 50 y 1700 m/z tanto en modo de ionizacion positiva
como negativa. Las condiciones de ionizacion por electrospray fueron: la temperatura del
gas de secado se fijé en 200 °C a una velocidad de flujo de 14 L/min. La presion del
nebulizador fue de 60 psi y el sheath gas se mantuvo a una temperatura de 350 °C y una
velocidad de flujo de 11 pL/min. Los QCs también fueron analizados mediante los modos
de fragmentacion auto MS/MS y all-ion para obtener mayor informacion para la posterior

anotacion de metabolitos.
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3.4.2.5. Procesamiento de datos

En primer lugar, los datos sin procesar fueron convertidos a formato mzXML utilizando
el software ProteoWizard (http://proteowizard.sourceforge.net/). La deteccién e
integracion de picos, el filtrado de ruido y la alineacidn de picos se realizaron utilizando
el software XCMS Online (http://metlin.scripps.edu/xcms/). El algoritmo centWave fue
utilizado para la deteccion de picos con los siguientes pardmetros: rango de m/z = 100-
1700, ppm = 10 (definido como la desviacion m/z maxima tolerada en determinaciones
consecutivas), peak width = 3,20 (ancho de pico aproximado esperado en el espacio
cromatografico, dado como un rango en segundos), snthresh =25 (punto de corte del ratio
sefial/ruido). Se seleccioné una diferencia minima de 10 milidaltons (mDa) en m/z para
picos con tiempos de retencion (tR) superpuestos. Los valores ponderados de intensidad
de cada variable identificada se calcularon utilizando la funcion wMean. La agrupacién
de picos se llevo a cabo utilizando el método 'nearest' con los siguientes parametros:
mzVsRT=1 y una tolerancia de RT y m/z de 6 s y 15 mDa, respectivamente. Tras la
agrupacion de picos, se aplicé el método FillPeaks con los parametros predeterminados
para completar los datos de los picos restantes. La matriz de datos generada incluy6 1.113
determinaciones moleculares (m/z, tR), identificador de la muestra (observaciones) e
intensidad de los picos. Luego, el conjunto de datos se filtr6 de acuerdo con los siguientes
criterios de garantia de calidad: coeficiente de variacion < 30% en los QCs y la presencia
de la variable en el 60% de las muestras de, al menos, uno de los grupos comparados.
Antes del analisis estadistico, las intensidades de los picos se hormalizaron mediante una

aproximacion de mdltiples estandares internos.

3.4.2.6. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software R (version v.3.5.1).
Se realizaron 3 analisis estadisticos con el objetivo de seleccionar aquellas variables

capaces de diferenciar entre pacientes con TEV y controles sanos.

En primer lugar, se llevo a cabo un analisis discriminante de minimos cuadrados parciales
ortogonales (OPLS-DA, por sus siglas en inglés) validado mediante una aproximacion de
validacion cruzada iterativa de siete repeticiones utilizando el software Simca 14.1
(Sartorius Stedim Biotech). La validez y solidez de los modelos se evalué mediante los
parametros R2(Y) (bondad de ajuste del modelo) y Q?(Y) (capacidad predictiva del
modelo). La calidad de Q?(Y) se valoré mediante un analisis CV-ANOVA. Los valores
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de los intercepts R?(Y) y Q%(Y) del test de permutaciones de 1.000 repeticiones se usaron
para evaluar si el modelo estaba sobreajustado. Las variables mas discriminantes fueron
seleccionadas segun sus valores de la Importancia de la Variable en la Proyeccion (VIP,

por sus siglas en inglés>1.0) y un intervalo de confianza jackknife que no incluia el 0.

También realizamos un modelo de regresion logistica con penalizacion Elastic Net.
Calculamos un valor lambda promedio A tras 100 repeticiones, con la aproximacion del
modelo optimista. El analisis mostrd la lista de variables que discriminaba ambos grupos
de estudio.

Finalmente, llevamos a cabo un analisis no lineal alternativo utilizando el algoritmo
Random Forest. Realizamos una prediccion con 2.000 arboles, y repetimos 10 veces el

analisis, tomando como resultado las variables que se repetian.

A través de estos 3 analisis estadisticos hemos intentado tener en cuenta la
multifactorialidad de la enfermedad tromboembdlica venosa, utilizando 3 enfoques para

obtener los resultados mas discriminantes.

3.4.2.7. Anotacion de metabolitos

La identificacion de variables se realiz6 comparando su masa exacta con las registradas
en las bases de datos online del Human Metabolome Database (HMDB)
(http://lwww.hmdb.ca/) y Metlin (https://metlin.scripps.edu) utilizando un rango de masa
de £ 5 ppm. Se incluyeron los siguientes aductos: [M+H], [M+Na] y [M-H20+H] para el
modo de ionizacion ESI+, y [M-H], [M+HCOOH-H] y [M-H20-H], para el modo de
ionizacion ESI-. También comparamos los espectros de fragmentacion MS/MS obtenidos
con los propuestos experimentalmente en las bases de datos, lo que ayudo a una realizar
una anotacion mas certera. Algunos metabolitos fueron completamente confirmados
mediante la comparacién de la masa exacta, el tR y los espectros de MS/MS obtenidos en

las muestras y los generados a partir de estandares quimicos disponibles comercialmente.
3.4.3. Fase de validacién

3.4.3.1. Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Un total de 60 pacientes, con al menos un episodio confirmado de TEV, y 60 voluntarios
sanos, pareados por edad y sexo con los pacientes, fueron reclutados para este estudio.
Las caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio se muestran en la Tabla 4. De los
60 pacientes, 40 de ellos (66,66%) fueron diagnosticados de TVP, 14 de TEP (23,33%) y
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de los pacientes con TVP+TEP, 3 de ellos tuvieron una recurrencia.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV y de los controles sanos estudiados.

TEV Controles
P-valor
(N=60) (N=60)

Edad, afios 43,68 (14,37) 37,48 (14,17) 0,011
Género masculino, N (%) 25 (41,66%) 28 (46,66%) -
IMC, Kg/m? 26,32 (5,87) 23,97 (3,87) 0,071
Colesterol total, mg/dL 191,00 (42,22) 199,10 (38,20) 0,2422
Colesterol HDL, mg/dL 53,74 (13,50) 57,78 (14,90) 0,1216
Colesterol LDL, mg/dL 110,80 (35,50) 125,60 (29,12) 0,0281
Triglicéridos, mg/dL 117,00 (81,77) 89,71 (62,39) 0,0738

Localizacion de la
trombosis, N (%)

TVP 40 (66,66%) - -
TEP 14 (23,33%) - -
TVP + TEP 6 (10%) - -
TEV recurrente, N (%)

TVP 8 (13,33%) - -
TEP 0 (0%) - -
TVP + TEP 3 (5%) - -

Las variables continuas son presentadas como la media y la desviacién estandar. Las variables
categoricas son presentadas como la cantidad y el porcentaje. Las diferencias en las variables
continuas entre pacienets y controles fueron analizadas con el test de Mann-Whitney. Se
considerd una relacion estadisticamente significativa un P-valor < 0,05.

3.4.3.2.  Determinacion de parametros bioquimicos

Los niveles de TGs plasmaéticos, colesterol total, colesterol HDL y LDL, ApoAly ApoB
se determinaron mediante técnica enzimaticas de rutina en el servicio de analisis clinicos

de nuestro hospital. Los marcadores de NETosis mieloperoxidasa (MPO) y calprotectina
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fueron cuantificados mediante ELISAs comerciales de Abnova y Hycult Biotech
respectivamente. EI DNA libre circulante fue cuantificado mediante el kit Quant-iTTM
PicoGreen dsDNA de Life Technologies.

3.4.3.3.  Andlisis LC-MS/MS para la cuantificacion de metabolitos

Para el presente estudio, se desarrollaron y validaron internamente dos métodos sensibles
y especificos que utilizan un sistema de cromatografia UPLC acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo (QgQ) Agilent 65460 (Agilent Technologies)
para la cuantificacion de los metabolitos confirmados en el andlisis no dirigido. La
preparacion de la muestra se realizd con un primer paso de desproteinizacién y un
procedimiento de extraccion mediante el uso de acetonitrilo o metanol (MeOH) utilizando
50 pL de plasma de cada muestra. Se emplearon dos columnas UPLC de fase reversa
(Acquity BEH C18, 50 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters; Hypersil Gold, 50 x 2,1 mm, 1,9 um,
Thermo Scientific) y se utilizd H20 y ACN, ambos con un 0.1% de FA, como fases
maviles. El andlisis se llevd a cabo tanto en modo de ionizacién positiva como negativa
y dos transiciones de MRM fueron monitorizadas para cada metabolito, para su

cuantificacion e identificacion respectivamente.

3.4.3.4.  Andlisis del efecto de los metabolitos en un ensayo de coagulacion in

vitro

Las propiedades coagulantes de los metabolitos seleccionados se determinaron mediante
un ensayo de coagulacion global in vitro, el TGT [353,3354]. LIevamos a cabo un ensayo
de generacién de trombina automatizado y calibrado (CAT, Calibrated Automated
Thrombogram) capaz de evaluar la capacidad de una muestra de plasma para generar
trombina. Para ello, 60uL de plasma de un pool (realizado con plasma de 19 voluntarios
sanos), previamente descongelado durante 10 minutos en un bafio a 37 °C, fueron
afadidos a cada pocillo de una placa de 96 de base redonda (Immulon 2HB, Thermo
Scientific). Al plasma incorporamos 20 uL de una solucion de FT (concentracion final de
4 pM) y fosfolipidos (Innovin, Dade Behring) o 20 uL de calibrador de trombina
(Thrombinoscope BV) en pocillos separados. A todos los pocillos afiadimos 20 uL de una
solucidn con concentraciones crecientes de cada uno de los metabolitos seleccionados,
teniendo en cuenta las concentraciones fisiologicas a las que se encuentra cada metabolito
en el plasma sanguineo del ser humano y las medias y rangos obtenidos en nuestro analisis

para cada uno de ellos (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentraciones crecientes utilizadas en el TGT de cada uno de los metabolitos para
evaluar su efecto en el estado coagulativo de una muestra de pool de plasma de controles sanos.

[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] (8] [9] [10]
Metabolito (uM) | (uM) | (uM) | (uM) | (uM) | (uM) | (uM) | (M) | (uM) | (M)

L-Acetilcarnitina 0 0,8 1,6 3,1 6,2 12,5 25 50 82

L-Arginina 0 0,8 1,6 31 62 | 125 | 25 50 100 | 200
Oleamida 0 0,8 1,6 3,1 6,2 | 125 | 25 50 100 | 200
Aldo-PC 0 0,8 1,6 3,1 6,2 | 125 | 25

Una vez adicionados estos reactivos, la placa se incubé durante 10 min a 37 °C dentro del
fluorimetro Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems). La reaccion comenzo con la
dispensacion automatica por parte del fluorimetro de 20 uL de sustrato cromogénico (Z-
Gly-Gly-Arg-aminometilcumarina (AMC)) y cloruro de calcio (Thrombinoscope BV) a
cada pocillo. El fluorimetro realiza mediciones cada 15 segundos durante 45 min y toda
la reaccion se lleva a cabo a 37 °C. Utiliza una longitud de onda de excitacion de 390 nm
y de emision de 450 nm y los trombogramas fueron obtenidos gracias al software
Thrombinoscope (Thrombinoscope BV). De los trombogramas, los siguientes parametros
fueron automaticamente calculados: tiempo de latencia (lag time), tiempo al pico
(ttPeak), area bajo la curva de generacion de trombina (ETP, endogenous thrombin

potential), pico maximo (peak) e indice de velocidad (Vellndex).

3.4.3.5. Analisis estadistico

Todos los anélisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software R (version v.3.5.1).
Las diferencias en las concentraciones de los 4 metabolitos en ambas poblaciones de
estudio se analizaron mediante un test de Wilcoxon-Mann-Whitney. Realizamos un
analisis ROC para evaluar la potencia estadistica de cada uno de los metabolitos y un
modelo de regresion logistica con penalizacion Elastic Net fue llevado a cabo con los
niveles de los 4 metabolitos. La potencia estadistica el modelo fue evaluada mediante un
analisis ROC. El grado de correlacion entre los metabolitos cuantificados y las diferentes
variables estudiadas se analizd6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La
influencia de las concentraciones crecientes de los metabolitos en el TGT la analizamos

mediante un analisis de regresion binomial, comparando los valores para cada variable
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del TGT sin y con la adicion del metabolito. Los resultados se consideraron

estadisticamente significativos con una P<0,05.
3.5. Lipidémica

3.5.1. Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Un total de 30 pacientes, con al menos un episodio confirmado de TEV, y 30 voluntarios
sanos, pareados por edad y sexo con los pacientes, fueron reclutados para este estudio.
Las caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio se muestran en la Tabla 6. De los
30 pacientes, 19 de ellos (63,33%) fueron diagnosticados de TVP, 7 de TEP (23,33%) y
4 (13,33%) de TVP+TEP. De estos 19 pacientes con TVP, 7 sufrieron, al menos, dos

episodios, y de los 4 pacientes con TEP, 1 tuvo una recurrencia.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV y de los controles sanos estudiados.

TEV Controles
P-valor
(N=30) (N=30)

Edad, afos 45,73 (14,82) 36,67 (13,65) 0,0077
Género masculino, N (%) 13 (43,33%) 15 (50%) -
IMC, Kg/m? 26,12 (4,73) 24,72 (3,45) 0,2327
Colesterol total, mg/dL 205,33 (31,70) 198,88 (30,17) 0,3906
Colesterol HDL, mg/dL 58,93 (13,77) 56,32 (15,90) 0,3966
Colesterol LDL, mg/dL 125,67 (28,01) 123,63 (28,78) 0,9911
Triglicéridos, mg/dL 102,96 (44,19) 88,62 (40,05) 0,2362
Ratio ApoB/ApoAl 0,65 (0,21) 0,60 (0,18) 0,4040
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Localizacion de la
trombosis, N (%)

TVP 19 (63,33%) - -
TEP 7 (23,33%) - -
TVP + TEP 4 (13,33%) - -

TEV recurrente, N (%)

TVP 7 (23,33%) - -
TEP 0 (0%) - -
TVP + TEP 1 (3,33%) - -

Las variables continuas son presentadas como la media y la desviacién estandar. Las variables
categoricas son presentadas como la cantidad y el porcentaje. Las diferencias en las variables
continuas entre pacienets y controles fueron analizadas con el test de Mann-Whitney. Se
considerd una relacion estadisticamente significativa un P-valor < 0,05.

3.5.2. Reactivos y productos quimicos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado de pureza analitico. El isopropanol, el
ACN, el formiato de amonio, el acetato de amonio, el FA (99%) y el agua ultrapura se
obtuvieron de Merck, mientras que el conjunto de lipidos utilizados como estandares
internos  (LysoPC(17:0), PC(17:0/17:0), PE(17:0/17:0), DG(17:0/17:0), TG
(17:0/17:0/17:0), CE(17:0), PG(17:0/17:0), ceramida(18:1/17:0) y FA(17:0)) fueron
adquiridos de Avanti Polar Lipids.

3.5.3. Determinacion de parametros bioquimicos

Los niveles de TGs plasmaéticos, colesterol total, colesterol HDL y LDL, ApoAly ApoB
se determinaron mediante técnica enzimaticas de rutina en el servicio de analisis clinicos

de nuestro hospital.

3.5.4. Extraccion de lipidos

El procesado de las muestras se llevo a cabo en la Unidad Analitica del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe de Valencia segun protocolos estandarizados. Los lipidos
fueron extraidos agregando 150 pL de isopropanol frio a 50 puL de cada muestra de
plasma. La mezcla se agito y se mantuvo a -20 °C durante 20 min para la precipitacion de
proteinas. Después de centrifugar a 13.000 g durante 10 min a 4 °C, se transfirieron 90
uL del sobrenadante a una placa de 96 pocillos y se agregaron 10 pL de una solucién de
ISs a 20 uM, que contenia lipidos de diferentes clases, a cada muestra. También se
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prepar6 un QC mezclando 10 puL de cada muestra y un blanco fue utilizado para
identificar posibles artefactos de los reactivos del tubo y otros materiales. Finalmente, las
muestras se inyectaron aleatoriamente en el sistema cromatografico para evitar la
variabilidad intra-lote. Se inyectdé una muestra de QC cada 5 muestras para mejorar la
calidad y la reproducibilidad de los datos, y el blanco fue inyectado al final de la secuencia
analitica. La estabilidad y la variabilidad analitica fue comprobada a través de las

intensidades de los estandares internos.

3.5.5. Anélisis UPLC-QToF-MS

Las muestras se analizaron en un sistema de cromatografia UPLC acoplado a un
espectrometro de masas con un analizador QTOF iFunnel Agilent 6550 (Agilent
Technologies). La separacion cromatografica de lipidos se llevo a cabo utilizando una
columna cromatografica Acquity UPLC C18 CSH (100 x 2,1 mm, 1,8 um) de Waters. El
método UPLC-MS empleado fue descrito previamente por Alcoriza et al [399].
Brevemente, para el modo ESI +, las fases mdviles consistieron en (A) formiato de
amonio 10 mM en ACN:H20 60:40 (v/v) y (B) formiato de amonio 10 mM en
isopropanol:ACN 90:10 (v/v) y se utilizé un caudal de 0,4 mL/min. Para el modo ESI -,
utilizamos acetato de amonio como modificador, y el caudal empleado fue de 0,6 ml/min.
Las temperaturas del inyector automatico y de la columna se fijaron en 4 °C y 65 °C,
respectivamente, y el volumen de inyeccién fue de 5 pL. La adquisicion de datos de las
muestras y de los QCs se llevo a cabo en modo de barrido completo (full scan) entre 50
y 1700 m/z con una frecuencia de barrido de 6 Hz. Algunos QCs también fueron
analizados mediante DDA, con el modo de fragmentacion auto MS/MS, y mediante DIA,
utilizando el modo de fragmentacion all-ion, con la finalidad de obtener mayor

informacidn para la posterior identificacion de lipidos.

3.5.6. Procesamiento y analisis de datos

El procesamiento de los datos adquiridos de las muestras y de los QCs se realizé mediante
un script de procesamiento interno de R (v.3.6.1) con los paquetes XCMS y CAMERA
para la deteccién de picos, filtrado de ruido y alineamiento de picos, desarrollado en la
Unidad Analitica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de Valencia [397]. Los
parametros utilizados se seleccionaron en base a la experiencia previa en el andlisis de
datos similares. La matriz de datos resultante se generd incluyendo caracteristicas

moleculares (m/z, tR), identificador de la muestra (observaciones) e intensidades de los
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picos. Luego, el conjunto de datos se normalizé mediante regresion local (o LOESS, por
sus siglas en inglés) y se filtr6 de acuerdo con los siguientes criterios de garantia de
calidad: coeficiente de variacion < 30% en los QCs y la presencia de la variable en el 60%

de las muestras en al menos uno de los grupos comparados.

Por otro lado, los datos de los QCs adquiridos mediante DDA y DIA se procesaron y
anotaron utilizando el paquete de R LipidMS [399] desarrollado en la Unidad Analitica.
Luego, la matriz de datos resultante se acopl6 con la matriz de datos obtenida para las
muestras para generar el conjunto de datos final (tanto en modo positivo como negativo)
con los lipidos identificados. Los valores para cada clase lipidica se calcularon como la

suma de las especies lipidicas individuales pertenecientes a cada clase.

3.5.7. Andlisis estadistico

Todos los anélisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software R (version v.3.5.1).
Las diferencias en las concentraciones de las clases y las especies lipidicas identificadas
en las muestras de pacientes con TEV y de controles sanos se analizaron mediante un test
de Wilcoxon-Mann-Whitney. Las diferencias en las concentraciones de las clases
plasmaticas en pacientes con TEV con y sin retrombosis también se analizaron mediante
un test de Wilcoxon-Mann-Whitney. Un modelo de regresion logistica con penalizacion
Elastic Net fue llevado a cabo con los niveles de las clases y las especies lipidicas
identificadas en ambas poblaciones. La potencia estadistica de los modelos obtenidos fue
evaluada mediante un andlisis ROC. El grado de correlacién entre las clases lipidicas
identificadas y las diferentes variables clinicas relacionadas con el metabolismo del
colesterol se analiz6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos con una P<0,05.
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4. Resultados

4.1. Protedmica

4.1.1. Fase de screening

El anélisis de espectrometria de masas permitid identificar y cuantificar un total de 429
proteinas en las muestras de los 18 pacientes con TEV y de los 18 controles sanos, con

las condiciones de filtrado anteriormente descritas, y con una confianza mayor del 97%.

Los niveles de estas 429 proteinas fueron sometidos a un andlisis de regresion logistica
con penalizacion Elastic Net, con el cual obtuvimos un modelo de 28 proteinas, capaz de
clasificar casi con total perfeccion las muestras de pacientes con TEV y de controles
sanos. Los niveles relativos de las 28 proteinas se pueden visualizar en la Figura 12 en
forma de heatmap, en el cual es posible observar dos grupos bien diferenciados de
proteinas infra- o0 sobreexpresadas en las muestras de pacientes respecto a las de controles.
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O -y ey ey we e ey

$p|QBEMK4[VASN_HUMAN 4
$p|P49720]PSB3_HUMAN
sp|P12111|COBA3_HUMAN
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$p|PO0748|FA12_HUMAN
$p|QOY6Z7|COL10_HUMAN 0
sp|P49747|COMP_HUMAN
$p|Q7Z7GO|TARSH_HUMAN -2
$p|QAUEW3|MARCO_HUMAN
sp|P12830|CADH1_HUMAN
$p|POBBITIA2AP_HUMAN
sp|P04217]A1BG_HUMAN
$p|Q86SIE|DSG4_HUMAN
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sp|P09871|C1S_HUMAN
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$p|PBO188|NGAL_HUMAN
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$p|P07358|CO8B_HUMAN
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sp|P14543|NID1_HUMAN
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Figura 12. Heatmap de las 28 proteinas seleccionadas en nuestro modelo. En el gréafico
se representan los fold-changes obtenidos con los niveles de expresion proteica de los en
las muestras plasmaticas de los 18 pacientes con TEV y los 18 controles sanos (verde,
aumento relativo; rojo, disminucién relativa).
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La potencia estadistica del modelo la evaluamos mediante la generacion de una curva
RO), con la que obtuvimos un AUC de 0,994 1C 95% [0.988-1], mostrando una potencia

estadistica realmente elevada (Figura 13).
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Figura 13. Curva ROC y valor de AUC del modelo obtenido con los niveles
plasmaticos de las 28 proteinas incluidas en el perfil.

Para explorar la funcion bioldgica de las proteinas incluidas en el modelo utilizamos las
tres herramientas bioinformaticas de anotaciéon funcional: UniProtKB, RCSB-PDB y
STRING, descritas en el apartado de material y métodos. En la tabla 7 podemos ver la
principal funcion bioldgica en la que cada una de las 28 proteinas incluidas en el modelo

esta involucradas.
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Tabla 7. Proteinas incluidas en nuestro modelo, nimero de accesion, principal funcién
bioldgica en la que intervienen y relacion con la coagulacion.

Numero de e A Relacion con la
Nombre iy Funcion bioldgica principal -
accesion coagulacion
Receptor de macro6fagos Respuesta inmune a bacterias
(MARCO) QOUEWS Grampositivas y Gramnegativas NO
Homeostasis y transporte p
Albmina (ALBU) P02768 y transp Si
molecular
Subunidad B tipo 3 del P49720 Degradacion proteolitica de NO
proteasoma (PSB3) proteinas intracelulares.
Vasorina (VASN) Q6EMKA4 Respuesta celular NO
Cadherina-1 (CADH1) P12830 Adhesion celular NO
Cadena o-3 de colagenos P12111 Adhesion celular y organizacion NO
tipo VI (CO6A3) de la matriz extracelular
Proteina_ oligoméri,ca de la Mantenimiento de la integridad .
matriz del cartilago P49747 . Sl
(COMP) estructural del cartilago
Target of Nesh-SH3 Organizacién de la matriz
N
extracelular
(TARSH) Q7760 lul ©
C(()é?gﬂ%)l 0 Q9Y6Z7 Activacion del complemento NO
X1 de(l;:gg)gulamon P00748 Via intrinseca de la coagulacion Si
Cadena ¢ dela Degranulacion de plaquetas y i
glicoproteina 1B P04217 neutréfilos Sl
(A1BG)
Suczcnirglggqneenqge ((éllsé()jel P09871 Activacion del complemento Si
Cadena p del componente B
C8 del complemento P07358 Activacion del complemento Sl
(C08B)
a -2 antiplasmina (A2AP) P08697 Regulacion de la fibrinolisis Si
Protilrgggézr(;l%n;rz()etmol P02753 Transporte del retinol NO
Proteina de union a Respuesta inmune a bacterias
lipopolisacaridos P18428 P . NO
(LBP) Gramnegativas
CD14 P08571 Respuesta inmune NO
¢ -m(m;sllials)a 1A P33908 Glicosilacion de proteinas NO
Ribonucleasa 4 (RNAS4) P34096 Procesamiento del RNA NO
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Adhesion intercelular y célula- .

Vinculina (VINC) P18206 : SI
matriz extracelular
Profilina 1 (PROF1) PO7737 Organizacion del citoesqueleto NO
Hexosa-6-fosfato : .
deshidrogenasa (G6PE) 095479 Metabolismo glucidico NO
Proteina 4 del tipo . o
angiopoyetina (ANGL6) Q8NI99 Diferenciacion celular NO
Contactina 1 (CNTN1) Q12860 Adhesion e interaccion celular NO
Desmogleina 4 (DSG4) Q86SJ6 Adhesion y sefializacion celular NO

Organizacién de la matriz

Nid6geno 1 (NID1) P14543 NO
extracelular

Lipocalina 2 Metabolismo del hierro y
NO
(NGAL) P80188 respuesta celular
. Respuesta inflamatoria y
Fosfolipasa A2 Grupo VI Q13093 regulacion de factor activador Si

(PLA2G7 0 PAF-AH)

de plaquetas (PAF)

Identificamos un conjunto de 9 proteinas que participan en procesos relacionados con la
coagulacién, como la propia cascada de la coagulacion, la activacion plaquetaria, la
activacion del sistema del complemento o la fibrinolisis. En algunas de ellas es su funcién

bioldgica principal y se recoge en la tabla 7.

Las 19 proteinas restantes no tienen una funcién conocida en la coagulaciéon sanguinea
participando en rutas biolégicas muy variadas, como se muestra en la tabla 8, lo que nos
llevo a pensar que estas 19 proteinas eran las candidatas ideales para ser validadas en la
segunda fase del estudio.
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Tabla 8. Numero de proteinas de nuestro modelo relacionadas y no relacionadas con la
coagulacién y principales procesos bioldgicos en los que intervienen.

Cascada de la coagulacion

9 proteinas Degranulacion de plaquetas
relacionadas
con la coagulacion Sistema del complemento
Fibrinolisis

Metabolismo glucidico

Adhesion celular

Degranulacion de neutréfilos

Respuesta celular

19 proteinas
NO relacionadas
con la coagulacién

Glicosilacion de proteinas

Procesado de RNAs

Diferenciacion celular

Protedlisis

Organizacion de la matriz extracelular
y el citoesqueleto

4.1.2. Fase de validacion
4.1.2.1.  Andlisis LC-MS/MS para la cuantificacion de proteinas

En esta segunda fase de validacion nos propusimos confirmar la asociacion con el TEV
de las proteinas identificadas en la primera fase del estudio. Ademas de las 19 proteinas
candidatas mencionadas anteriormente, también quisimos estudiar los niveles de
PLA2G7 o PAF-AH, ya que, aunque la funcién del PAF es bien conocida en la agregacion
plaquetaria y en la coagulacion, el papel de PAF-AH sigue siendo desconocido en el
campo del TEV.

Como se ha comentado anteriormente, la técnica escogida para esta fase de validacion
fue la LC-MS/MS en modo de MRM, para la cual se adquirieron 2 péptidos especificos
de cada una de las 20 proteinas, lo que nos proporcionaba la posibilidad de llevar a cabo

un analisis cuantitativo de las proteinas.
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En la puesta a punto de la técnica en la Unidad de Protedmica del SCSIE de la Universidad
de Valencia, en la cual se analizaron las muestras plasmaticas de 10 pacientes con TEV
y 10 controles sanos, Unicamente las sefiales analiticas de los péptidos de 5 proteinas,
mostrados en la Tabla 9, pudieron ser cuantificadas, ya que la mayor parte de ellos dieron
sefiales por debajo del umbral de deteccion.

Tabla 9. Proteinas y nimero de muestras en las que se obtuvieron sefiales analiticas
cuantificables de los péptidos utilizados.

Proteina Cuantificacion
RBP4 2 péptidos cuantificados en 19 de las 20 muestras
Ccos8sB 1 péptido cuantificado en 4 de las 20 muestras
LBP 2 péptidos cuantificados en 12 de las 20 muestras
PSB3 1 péptido cuantificado en 1 de las 20 muestras
CNTN1 1 péptido cuantificado en 1 de las 20 muestras

Debido a que no obtuvimos los resultados esperados mediante el andlisis por
espectrometria de masas, se decidié cambiar la estrategia de nuestro estudio, y analizar
los niveles de 3 de las proteinas candidatas en la cohorte de validacién mediante técnicas

inmunoanaliticas.

4.1.2.2. Cuantificacién mediante técnicas inmunoanaliticas

Estas 3 proteinas fueron LBP, RBP4 y PAF-AH, las cuales escogimos por diferentes
motivos. En el caso de la LBP, por su relacion con otras enfermedades cardiovasculares
[398-400], por sus altas concentraciones en plasma [401-402] y por su posible relacion
con el cada vez més relevante concepto de inmunotrombosis. [403-405]. La RBP4,
tambien por su descrita relacion con la enfermedad cardiovascular [406-409] y con la
inflamacion [410-412], y la PAF-AH, fue elegida por su también estudiada asociacion
con otras enfermedades cardiovasculares [413-416], y por lo comentado anteriormente,
su desconocida relacién con el riesgo de TEV, a pesar del conocido papel del PAF en la
agregacion plaquetaria y en la coagulacion [417-419]. Otra de las razones por la que
escogimos estas proteinas fue la existencia de bibliografia en la que se cuantificaban estos
marcadores en plasma en otras patologias, asi como la disponibilidad de ELISAs

comerciales para LBP y RBPA4.
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RBP4

Los niveles plasmaticos de RBP4 en las muestras de los 60 pacientes con TEV y de los
60 controles fueron cuantificados mediante un ELISA tipo sandwich. Los pacientes
mostraron niveles ligeramente inferiores (mediana 60,78 ug/mL, RIC 51,67 — 76,30)
respecto a los de controles (69,20 ug/mL, RIC 50,72 — 82,61), pero estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (P=0,19) (Figura 14), por lo que las diferencias

encontradas en la fase de screening no pusieron ser validadas en esta fase.
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Figura 14. Niveles plasmaticos de RBP4 en las muestras de los
60 pacientes con TEV y 60 controles sanos.

PAF-AH

En el caso de PAF-AH, como se ha indicado en el apartado de Material y Métodos, la
cuantificacion de sus niveles plasmaticos la realizamos mediante un inmunoensayo tipo
sandwich, en el que utilizamos un DVD como superficie de ensayo. Probamos diferentes
concentraciones del anticuerpo de captura y del anticuerpo de deteccion, y realizamos
diversas pruebas en las que utilizamos como antigeno tanto un patron de PAF-AH humana
recombinante como el propio plasma de los sujetos de estudio. A pesar de todos los
intentos realizados, no obtuvimos sefiales analiticas cuantificables de la proteina, por lo

gue no pudimos validar los hallazgos encontrados en la primera fase del estudio.
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BP

Los niveles de LBP fueron cuantificados tanto por ELISA comercial como por
inmunoensayo en DVD. En ambos andlisis, los niveles plasmaticos de LBP en controles
sanos fueron significativamente superiores a los encontrados en pacientes con TEV
(P<0,001) (Figura 15).
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Figura 15 Niveles plasméaticos de LBP en las muestras de controles sanos y
pacientes con TEV cuantificados por A) ELISA e B) inmunoensayo en DVD.

Ambos métodos de cuantificacion mostraron una alta correlacion positiva, con una r de
Pearson de 0.73 (IC 95% 0.63-0.81, P<0,001) (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de correlacion entre los métodos de cuantificacion de los
niveles de LBP por ELISA y por el inmunoensayo en DVD.
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Ademaés, también analizamos la concordancia de ambas técnicas mediante un grafico del
Bland-Altman (Figura 17), un método de representacion gréafica de datos que permite

comparar dos técnicas de medicion sobre una misma variable cuantitativa.
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Figura 17. Gréfico de Bland-Altman que mide la concordancia entre la
cuantificacion de los niveles de LBP por ELISA y por el inmunoensayo en DVD.

En el gréfico podemos ver como la diferencia media de cada muestra entre ambos
métodos (bias) se sitia muy cercana al 0, concretamente, en -2,1, lo que indica que ambos
métodos han realizado cuantificaciones muy similares. En este caso, el valor de -2.1
muestra que, en promedio, el ELISA mide 2.1 pg/mL mas que el inmunoensayo en DVD.
Los limites de concordancia (bias + 1,96 SD), -18,76 y 14,56 en nuestro caso, establecen
el rango en el que se encuentran aproximadamente el 95% de las diferencias entre ambos
métodos. Ambos limites se situan a una distancia aceptablemente cercana al bias, lo que

indica una alta concordancia entre ambas técnicas de cuantificacion.

A continuacion, realizamos un anélisis ROC con los valores plasméaticos de LBP

obtenidos tanto por ELISA como por el inmunoensayo en DVD (Figura 18).
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Figura 18. Curvas ROC y valores de AUC obtenidas con los niveles de LBP de pacientes
con TEV y controles sanos cuantificados mediante las dos técnicas utilizadas.

El ELISA mostr6 una potencia estadistica ligeramente superior a la del inmunoensayo
en DVD, con una AUC de 0,94 [IC 95% 0,90-0,99] y 0,92 [IC 95% 0,86-0,97],

respectivamente.

Para cada uno de los dos métodos de cuantificacion, generamos un gréafico en el que se
puede visualizar como varian la sensibilidad y la especificidad en funcién del punto de
corte de la LBP (Figura 19).
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Figura 19. Graficos en los que se representa la evolucion de la sensibilidad y la
especificidad de ambas técnicas de cuantificacion, A) ELISA y B) inmunoensayo
en DVD, en funcion de cudl sea el punto de corte de LBP para diferenciar pacientes

con TEV y controles sanos.
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El punto de corte ““optimo™” para cada ensayo lo obtuvimos mediante el calculo del

indice de Youden (J = sensibilidad + especificidad - 1). Los valores de sensibilidad y

especificidad de cada uno ellos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Puntos de corte ““0ptimos”” de LBP y valores de sensibilidad y especificidad de cada
una de las dos técnicas de cuantificacion utilizadas.

Punto de corte

Meétodo de cuantificacion Sensibilidad | Especificidad
LBP (ng/mL)
ELISA 25.74 0.88 0.95
Inmunoensayo en DVD 23.78 0.83 0.93
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4.2. Metabolomica

4.2.1. Fase de screening

El objetivo de esta primera fase del estudio fue la determinacion de aquellos metabolitos
con niveles alterados entre ambas poblaciones de estudio, y su identificacion

experimental para su validacion en la posterior fase del analisis.

El analisis de espectrometria de masas no dirigido, tras el procesamiento, la
normalizacion y el filtrado de datos segun los criterios anteriormente comentados
realizados en la Unidad Analitica del 1S La Fe, permitid detectar y cuantificar un total

de 1.113 variables en las muestras de los 39 pacientes con TEV y los 32 controles sanos.

Los niveles de abundancia de estas 1.113 variables fueron sometidos a 3 analisis
estadisticos distintos (Elastic Net, OPLS-DA y Random Forest) con la finalidad de
encontrar aquellas variables con mas poder discriminante entre ambas poblaciones de
estudio. En total, 40 de las variables identificadas mostraron estar relacionadas con el
riesgo de TEV. En la figura 20 podemos observar la distribucion de las variables
discriminantes obtenidas por cada método, asi como el nimero de aquellas coincidentes

entre dos o incluso los 3 analisis estadisticos.

Random forest

OPLS-DA Elastic Net

Figura 20. Diagrama de Venn que representa el nimero de variables relacionadas
con el TEV obtenidas con cada uno de los 3 métodos estadisticos.
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A continuacién, se analiz6 cuales de estas 40 variables podian ser metabolitos reales
mediante la comparacion de su masa y su espectro de fragmentacion con los de
metabolitos ya descritos en el metaboloma humano en las bases de datos de HMDB y
Metlin.

Tras este proceso de anotacion metabolémica, 5 variables fueron identificadas como
posibles metabolitos conocidos: L-Arginina, L-Acetilcarnitina, Xestoaminol C, Oleamida
y Aldo-PC.

La identidad de estos 5 metabolitos se confirmé mediante la comparacion del tR y de los
espectros de fragmentacion obtenidos a través del analisis de espectrometria de masas no
dirigido, con los adquiridos a través del andlisis de sus estandares quimicos comerciales,
empleando el mismo método y condiciones cromatogréficas. La tabla 11 muestra los
metabolitos identificados y sus principales caracteristicas.

Tabla 11. Metabolitos identificados tras el proceso de anotacion de variables en HMDB y Metlin,
y sus principales caracteristicas.

Metabolito Nombre quimico Masa tR Aducto Formula
(m/z) (min)
L-Arginina (5)-2-Amino-5- 1751195 0,58 M+H  CeHiNiO»

guanidinopentanoic acid

3-(Acetyloxy)-4-
L-Acetilcarnitina (trimethylammonio) 204,1239 0,79 M+H CoH17NO4
butanoate

1-deoxytetra-

. . 230,2485 6,75 M+H C14H31NO
decasphmganme

Xestoaminol C

Oleamida 9-Octadecenamide 282,2792 8,90 M+H CisH3sNO
1-palmitoyl-2-(9-oxo-
Aldo-PC nonanoyl)-sn-glycero-3- 650,4398 8,71 M+H C33HesNOoP

phosphocholine

4.2.2. Fase de validacion

La validacion experimental de los 5 metabolitos identificados como potenciales
biomarcadores de TEV fue llevada a cabo mediante analisis de espectrometria de masas
dirigido, empleando un sistema LC-MS/MS con las condiciones anteriormente descritas,
en el cual se analizaron las muestras plasmaticas de 60 pacientes con TEV y de 60

controles sanos.
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Para garantizar la fiabilidad, la correcta preparacion de la muestra y la estabilidad del
analisis, se inyectd un patrén interno (Betaina d11) en todas las muestras, el cual mantuvo

una variabilidad 6ptima durante toda la secuencia analitica (CV=15%) (Figura 21).
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Figura 21. Sefial analitica del patron interno Betaina d11 obtenida en funcion del orden
de inyeccion en cada una de las muestras analizadas. La linea superior gris y la inferior
naranja hacen referencia a los valores criticos calculados maximo y minimo,
respectivamente (media = 3 DE).

Ademas, los estandares quimicos de los 5 metabolitos identificados fueron utilizados para
la generacion de rectas de calibrado, en las cuales interpolamos las sefiales analiticas de
las muestras de pacientes y controles para la obtencion de resultados cuantitativos
(concentraciones absolutas.). Solamente en el caso del Xestoaminol C, las respuestas de
area obtenidas no pudieron interpolarse en la recta de calibrado y no pudimos obtener
concentraciones absolutas. Los valores de este metabolito en plasma son muy bajos y
deberia desarrollarse un método especifico para este compuesto que logre optimizar tanto
desde su extraccion de la muestra como su determinacién a concentraciones por debajo
de 1 ng/mL.

En los 4 metabolitos estudiados obtuvimos niveles plasmaticos con diferencias

estadisticamente significativas entre pacientes y controles (Figura 22).
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Figura 22. Niveles plasmaticos en las muestras de controles sanos y pacientes con TEV
de los 4 metabolitos estudiados en la fase de validacion: A) L-Acetilcarnitina, B) L-
Arginina, C) Oleamida, D) Aldo-PC. *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.

La L-Acetilcarnitina mostré niveles mas elevados en controles sanos que en pacientes,
sugiriendo asi un posible efecto protector frente al TEV. La L-Arginina, la Oleamiday el
Aldo-PC, por su parte, mostraron niveles mas elevados en pacientes con TEV que en

controles, por lo que podrian estar asociados con un mayor riesgo trombotico.

A continuacion, se calculo el AUC, como estimador de la capacidad de diferenciar
pacientes y controles, asociada a cada metabolito. Obtuvimos unos valores de AUC =
0,68 [IC 95% = 0,58-0,78] para la L-Acetilcarnitina; AUC = 0,83 [IC 95% = 0,75-0,91]
para la L- Arginina; AUC = 0,83 [IC 95% = 0,75-0,91] para la Oleamida; y AUC = 0,92
[IC 95% = 0,86-0,97] para el Aldo-PC.
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En la figura 23 se muestran las curvas ROC obtenidas para cada uno de los metabolitos,
y los pardmetros extraidos en el andlisis.
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Figura 23. Curvas ROC y valores de AUC obtenidas con los niveles plasmaticos de
pacientes con TEV y controles sanos de cada uno de los 4 metabolitos analizados.
Como podemaos observar, los 4 metabolitos mostraron una elevada potencia estadistica
para clasificar ambas poblaciones de estudio; si bien es cierto, cabe destacar la excelente
capacidad discriminante que manifest6 el Aldo-PC, con un AUC de 0,92.

El siguiente paso fue realizar un analisis de regresion logistica, ajustado por edad, género
e IMC, con los niveles conjuntos de los 4 metabolitos, 1o que nos permiti6 obtener un
modelo capaz de separar pacientes con TEV y controles sanos que aprovechaba y
combinaba el poder discriminante de cada una de las 4 moléculas estudiadas. Obtuvimos
el siguiente modelo, donde Pr(TEV) hace referencia a la probabilidad de pertenecer al

grupo de pacientes con TEV:

e~ 1206 —0.085+L —acetyicarnitine+0.02%argininet+L117+o leamide+3.177T+aldo PC
Pr{TEV) =
1+

E—li 06—0.085+«L—acetylcarnitinget+0.02%arginine+0117+oleamide+3.177+aldo PC
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En la figura 24 vemos la curva ROC obtenida con este modelo, comparada con las
generadas para los 4 metabolitos por separado, apreciando como la potencia estadistica

del modelo es considerablemente superior, llegando a alcanzar un AUC de 0,98 [IC 95%
=0,97 - 1].
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Figura 24. Curva ROC y valor de AUC del modelo obtenido al analizar conjuntamente
los niveles de los 4 metabolitos estudiados en pacientes con TEV y controles sanos,
comparada con las adquiridas con cada uno de los 4 metabolitos por separado.
También generamos un grafico de prediccion de probabilidad de clases en el que
representamos la probabilidad de cada individuo estudiado de pertenecer a un grupo u

otro segun la capacidad predictiva de nuestro modelo (Figura 25).
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Figura 25. Grafico de prediccion de probabilidad de clases del modelo obtenido con

los niveles de los 4 metabolitos cuantificados en las muestras plasméticas de los 60

pacientes con TEV y 60 controles sanos.
Un valor de 1 representa una probabilidad del 100% de pertenecer al grupo de pacientes,
mientras que el O representa una probabilidad del 100% de pertenecer al grupo de
controles sanos. Segun nuestro modelo, el 86.66% de los pacientes con TEV y el 90% de
los controles fueron correctamente clasificados, mientras que el 5% de los pacientes
(Falsos negativos 0 FN) y el 3.33% de los controles (Falsos positivos 6 FP) fueron
asignados al grupo de estudio erroneo. El 8.33% restante de pacientes y 6.66% de
controles fueron indistinguibles y no pudieron ser clasificados en ninguno de los dos
grupos. Estos parametros estadisticos son otra muestra de la gran fortaleza y robustez de

la asociacion de nuestro modelo con la presencia de TEV.

Analizamos ademas el grado de correlacion entre los metabolitos estudiados, diferentes
parametros clinicos, variables de un ensayo global de la coagulacion como es el TGT, y
marcadores de inflamacion, apoptosis y NETosis. Como podemos observar en la figura
26, existe una fuerte correlacion positiva entre la L-Arginina y la Oleamida, asi como,
aunque mas débil, entre el Aldo-PC y los dos metabolitos mencionados. Ademas, también

advertimos que la L-Acetilcarnitinay el Aldo-PC estaban correlacionados negativamente.
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En cuanto a los pardmetros del TGT, ninguno de ellos presentd correlacion con nuestros
metabolitos. Sin embargo, dos moléculas relacionadas con la inflamacion, apoptosis y
NETosis, como son la calprotectina y la mieloperoxidasa, si mostraron estar
correlacionadas con dos de ellos. La calprotectina presentd una correlacion negativa con
la L-Arginina, mientras que la mieloperoxidasa estaba correlacionada positivamente con
la Oleamida. El colesterol LDL también mostrd una correlacion negativa con la Oleamida
y el Aldo-PC.
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Figura 26. Red de correlaciones realizado entre los metabolitos analizados, variables
clinicas, parametros del TGT y, marcadores de inflamacion, apoptosis y NETosis.
Las lineas rojas representan correlacion positiva y las lineas azules correlacion
negativa. El grosor de la linea, asi como el valor indicado (coeficiente de correlacion)
hace referencia a la fortaleza de la correlacion (valores comprendidos entre 0-1,
siendo 1 la correlacion total).

122



Resultados

4.2.3. Analisis del efecto de los metabolitos en el test de generacion de trombina

Por ultimo, analizamos si alguno de los 4 metabolitos de nuestro modelo tenia algin
efecto in vitro sobre la coagulacién. Para ello afiadimos cada uno de los metabolitos de
forma individual y en concentraciones crecientes al plasma de un pool de controles sanos,

y llevamos a cabo el TGT en estas muestras.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

L -Acetilcarnitina

Tras realizar el analisis estadistico, observamos que la L-Acetilcarnitina mostro tener
efecto sobre 3 de los pardmetros del TGT analizados: el Lagtime, el ttPeak y el ETP
(Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de las variables del TGT obtenidas tras el analisis del pool de plasmas
de controles sanos sin y con concentraciones crecientes de L-Acetilcarnitina.

Metabolito Variable Coeficiente Ef“’r IC 95% P-valor
estandar
L-Acetyl- | ) o gtime 0,095 0,016 0,064 | 0,127 | <0,001***
carnitina
Peak 0,060 0,031 0,001 | 0,118 0,092
ttPeak 0,043 0,011 0,022 0,064 0,007**
Vellndex 0,064 0,045 0,022 0,149 0,192
ETP 0,060 0,019 0,022 0,097 0,008**

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.

El Lagtime hace referencia al momento en el que comienza a generarse trombina en la
muestra de plasma tras la adicion del sustrato cromogeénico. En la figura 27 podemos ver
como el Lagtime aument6 conforme aumentamos la concentracion de L-Acetilcarnitina
(P<0,001).

Un efecto similar ocurrio con el ttPeak, variable que mide el tiempo que transcurre hasta
gue se alcanza la concentracion maxima de trombina generada (Peak), el cual también
aumento conforme incrementamos la concentracion de L-Acetilcarnitina (P=0,007).

En el caso del ETP, un parametro que evalta la cantidad total de trombina generada,
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observamos como la L-Acetilcarnitina hacia aumentar su valor conforme utilizamos

mayores concentraciones (P=0,008).

Respecto al Peak (un indicador del pico m&ximo o concentraciéon méxima de trombina
generada) y al Vellndex (un indicador de la pendiente de la curva y de la velocidad
méaxima de produccion de trombina), ambos mostraron una evolucion similar con la
adicion de L-Acetilcarnitina. La adicion creciente del metabolito hizo aumentar
ligeramente los valores de ambos pardmetros, pero estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas.

A B .

Log (ttPeak [min))

Log (Lagtime {min}]

0 1,6 31 62125 25 50 82 0 1.6 31 62125 25 50 82
[L-Acetilcarnitinal (uLM) [L-Acetilcarnitinal (LM)
i -

ETP (nh1/min)

0 16 31 62 125 25 50 82
[L-Acetilcarnitinal (LM)

Figura 27. Variaciones en el A) Lagtime, B) ttPeak y C) ETP del pool de plasmas de
controles sanos en funcién de la concentracién de L-Acetilcarnitina utilizada.
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L-Arginina
La L-Arginina afectd significativamente los valores del Lagtime (P=0,035) y el ttPeak

(P=0,006) (Tabla 13).

Tabla 13. Resultados de las variables del TGT obtenidas tras el analisis del pool de plasmas de
controles sanos sin y con concentraciones crecientes de L-Arginina.

Metabolito Variable Coeficiente esEé:;c(;I;r IC 95% P-valor
L-Arginina Lagtime 0,080 0,034 0,013 0,146 0,035*
Peak 0,040 0,069 -0,095 0,175 0,563
ttPeak 0,052 0,016 0,021 0,084 0,006**
Vellndex 0,018 0,078 -0,135 0,171 0,819
ETP 0,032 0,066 -0,096 0,161 0,628

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.

En ambos casos, los dos parametros aumentaron sus tiempos conforme incrementamos la

concentracion del metabolito (Figura 28). El Vellndex, Peak y el ETP no se vieron

afectados por la adicion del aminoacido.
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[L-Arginina] (uM) [L-Arginina] (nuM)

Figura 28. Variaciones en el A) Lagtime y B) ttPeak del pool de plasmas de
controles sanos en funcion de la concentracion de L-Arginina utilizada.
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Oleamida

En cuanto a la oleamida, también mostré tener influencia sobre el estado coagulativo del
plasma sanguineo en el TGT. Concretamente, afectd significativamente a 4 de los 5
parametros estudiados: el Lagtime, el Peak, el ttPeak y el ETP (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados de las variables del TGT obtenidas tras el analisis del pool de plasmas
de controles sanos sin y con concentraciones crecientes de oleamida.

Metabolito Variable Coeficiente esfgr:zl;r IC 95% P-valor
Oleamida Lagtime 0,049 0,010 0,030 0,069 <0,001***
Peak 0,062 0,027 0,009 0,114 0,035*
ttPeak 0,032 0,008 0,017 0,047 <0,001***
Vellndex 0,054 0,039 0’622 0,129 0,185
ETP 0,048 0,017 0,015 0,081 0,009**

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.

Al igual que con los dos anteriores metabolitos, el Lagtime y el ttPeak también
aumentaron progresivamente conforme utilizamos concentraciones crecientes de
oleamida (P<0,001) (Figura 29). Un efecto similar se produjo con el Peak (P=0,035) y
conel ETP (P=0,009). En el caso del VVellndex no observamos cambios significativos con

la adicion del metabolito.
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Figura 29. Variaciones en el A) Lagtime, B) Peak, C) ttPeak y D) ETP del pool de plasmas
de controles sanos en funcion de la concentracion de oleamida utilizada.

Aldo-PC

La adicion de concentraciones crecientes de Aldo-PC no produjo ninguna modificacion
significativa sobre ninguno de los parametros estudiados del TGT (Tabla 15). Aunque si
pudimos observar una cierta tendencia ascendente del ETP conforme aumentamos la
concentracion del metabolito, estas diferencias no llegaron a ser estadisticamente
significativas.

Tabla 15. Resultados de las variables del TGT obtenidas tras el analisis del pool de plasmas
de controles sanos sin y con concentraciones crecientes de Aldo-PC.

Metabolito Variable Coeficiente esEé:r:zI;r IC 95% P-valor
Aldo-PC Lagtime -0,007 0,029 0,062 | 0,048 0,818
Peak 0,094 0,054 -0,009 0,196 0,14
ttPeak 0,006 0,016 -0,026 0,037 0,74
Vellndex 0,074 0,054 -0,03 0,178 0,233
ETP 0,091 0,036 0,022 0,16 0,052
StartTail 0,001 0,013 -0,024 0,026 0,948

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.
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4.3. Lipidomica

4.3.1. Andlisis lipidomico

La preparacion de las muestras y la fiabilidad y estabilidad en la secuencia analitica
fueron verificadas mediante la evaluacion de las sefiales analiticas de los ISs, las cuales
no presentaron desviaciones ni variaciones remarcables a lo largo de la secuencia (Figura
30). Los datos obtenidos al final de la secuencia no se tuvieron en cuenta ya que
corresponden a los ISs adquiridos mediante DDA, con el modo de fragmentacion auto

MS/MS, y mediante DIA, utilizando el modo de fragmentacion all-ion.
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Figura 30. Sefiales analiticas de los I1Ss empleados para el modo A) ESI + y B) ESI — en
cada una de las muestras analizadas en funcion del orden de inyeccidon. La linea superior e
inferior de cada uno de los ISs hacen referencia a los valores criticos calculados maximo y
minimo, respectivamente (media = 3 DE).

Como resultado del procesamiento de datos y la alineacion de picos, y tras la
normalizacion por regresion local y el filtrado segun los diferentes criterios de garantia
de calidad, obtuvimos un conjunto de datos (sumando los modos de ESI +y ESI -) con
un total de 2884 variables. De estas 2884 variables, 291 fueron identificadas como
especies lipidicas, pertenecientes a 14 clases lipidicas diferentes (Tabla 16) (Figura 31).
El andlisis estadistico se realiz6 sobre esta matriz de datos siguiendo la estrategia descrita

anteriormente.
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Tabla 16. Clases lipidicas y numero de especies lipidicas identificadas en las muestras
plasmaticas de pacientes con TEV y controles sanos.

o o NuUmero de
Tipo lipidico Clase lipidica )
especies
Lisofosfatidilcolinas (LPCs) 27
Lisofosfatidiletanolaminas (LPES) 10
Fosfolipidoss Fosfatidilcolinas (PCs) 83
Fosfatidiletanolaminas (PES) 11
Fosfatidilinositoles (PIs) 1
S Esfingomielinas (SMs) 33
Esfingolipido )
Ceramidas (Cers) 16
Monoglicéridos (MGs) 6
. Digliceridos (DGSs) 13
Lipidoss neutros o
Triglicéridos (TGs) 38
Esteres de colesterol (CEs) 14
Carnitinas (Cars) 9
Acidos grasos libres (FAs) 29
Acidos biliares (BAs) 1
Total 291
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CLASES LIPIDICAS
BAs, N=1
FAs, N=29 (0,3%) LPCs, N=27
(10%) (9,3%)
Cars, N=9 LPEs, N=10
{3,1%] (3,4%)

CEs, N=14
(4,8%)

PCs, N=83

TGs, N=38
° (28,5%)

(13,1%)

DGs, N=13
(4,5%)

MGs, N=6
(2,1%)
Cers, N=16 PEs, N=11
{5:5%} SMs, N=33 Pls, N=1 (3,8%)
(11,2%)  (0,3%)

Figura 31. Gréfico de la distribucion de las especies lipidicas identificadas en
las muestras plasmaticas de pacientes con TEV y controles sanos agrupadas por
clases de lipidos. Ademas, se muestras la abundancia relativa (%) de cada una
de las clases lipidicas identificadas en el analisis.

4.3.2. Diferencias lipiddémicas entre pacientes con TEV y controles sanos

Las diferencias entre las cantidades relativas de los lipidos identificados en las muestras
de pacientes con TEV y controles fueron analizadas utilizando el test de Wilcoxon para
muestras pareadas. De las 14 clases lipidicas obtenidas, 8 presentaron niveles
diferenciales entre ambas poblaciones. Obtuvimos niveles aumentados de Cars
(P=0,003), Cers (P<0,001), DGs (P<0,001), SMs (P <0,001), PCs (P=0,040), MGs
(P<0,001), FAs (P=0,004) y PEs (P<0,001), en pacientes con TEV en comparacion con
controles sanos (Figura 32). Las seis clases restantes (LPCs, LPEs, Pls, TGs, CEsy BAS)
no mostraron diferencias significativas (Figura no mostrada).
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Figura 32. Niveles de abundancia relativa de las clases lipidicas que han mostrado
diferencias significativas entre controles sanos y pacientes con TEV: A) Cars, B) Cers, C)
DGs, D) SMs, E) PCs, F) MGs, G) FAs y H) PEs. *: P <0,05; **: P <0,01; ***: P <0,001.

131



Resultados

A continuacidn, realizamos un analisis de regresion logistica, con el objetivo de
identificar un perfil lipidémico asociado al TEV. Para ello calculamos el riesgo de TEV
utilizando los niveles de abundancia relativa de las 14 clases lipidicas identificadas.
Obtuvimos un modelo asociado al TEV que incluyo 4 de estas clases: Cers, FAs, LPGs y
SMs, el cual mostr6 una potencia estadistica muy elevada, con una AUC de 0,94, IC 95%

[0,87-1]; P < 0,05), superior al area estimada para cada clase de lipidos por separado
(Figura 33).

1.0 -

® 0.6 "
T ’ LPGs AUC=0,73, 1C95% [0.60, 0,86]
Tg .- FAs AUC=0,75,IC95% [0.63, 0,87]
S04 - .
g ’ LT SMs AUC=0,83,IC95% [0.72, 0,94]
e Cers AUC= 0,90, IC 95% [0.82, 0,98]
0.2 .
o Modelo obtenido AUC =0,94, IC 95% [0.87, 1]
0.0 H. .+

1 T I | l I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Especificidad

Figura 33. Curva ROC y valor de AUC del modelo obtenido con los niveles de
abundancia relativa de las 4 clases lipidicas incluidas en el modelo. También se muestran
las curvas ROC y los valores del andlisis de cada una de las clases lipidicas por separado.

Ademas, también quisimos estudiar si las clases lipidicas identificadas eran capaces de
diferenciar alguna de las caracteristicas clinicas de los pacientes con TEV, como la
trombosis de repeticion o retrombosis. Observamos como dos de estas clases de lipidos,
FAs (P<0,01) y SMs (P<0,05), se asociaron significativamente con recurrencia
trombotica (Figura 34).
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Figura 34. Niveles de abundancia relativa de FAs y SMs, dos clases lipidicas que
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con TEV sin y con
recurrencia trombética. *: P <0,05; **: P <0,01; ***: P <0,001.

Ademas del analisis por clases lipidicas, y puesto que cada una de estas clases incluye un

gran numero de lipidos y, por tanto, los resultados son muy amplios, quisimos identificar

las especies lipidicas especificas capaces de diferenciar pacientes con TEV y controles.

Para ello, llevamos a cabo un andlisis de regresion logistica para el riesgo de TEV similar

al anterior, pero en este caso, con los niveles de abundancia de las 291 especies lipidicas
identificadas. Obtuvimos un perfil de 8 especies lipidicas: MG(18:0), FA(18:0),
FA(16:0), PE(36 0), SM(34:2), SM(16:1/16:0), Cer(18:1/24:1) y Cer(40:1), todos ellos
con niveles aumentados en pacientes con TEV. Los niveles relativos de los 8 lipidos los

podemos visualizar en la figura 35 en forma de heatmap.
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Figura 35. Heatmap obtenido con los niveles de abundancia relativa en pacientes
con TEV y controles de las 8 especies lipidicas incluidas en el modelo (verde,

aumento relativo; rojo, disminucion relativa).

Los 8 lipidos incluidos en el modelo mostraron niveles con diferencias estadisticamente

significativas entre pacientes con TEV y controles sanos (Figura 36).
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Figura 36. Niveles de abundancia relativa de las 8 especies lipidicas incluidas en
nuestro modelo: A) Cer(40:1), B) Cer(18:1/24:1), C) MG(18:0), D) PE(36:0), E)

135



Resultados

SM(16:1/16:0), F) SM(34:2), G) FA(16:0) y H) FA(18:0). *: P <0,05; **: P <0,01;
***: P <0,001.

El modelo obtenido con estas 8 especies lipidicas presentd una potencia estadistica
incluso superior a la mostrada por el modelo anterior, con una curva ROC que presentd
un AUC de 0,96, IC 95% [0,93-0,99], P <0,05) (Figura 37).
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Figura 37. Curva ROC y valor de AUC del modelo obtenido con los niveles de
abundancia de las 8 clases lipidicas incluidas en nuestro perfil.

Por ultimo, analizamos el grado correlacion entre las clases lipidicas identificadas y
algunas variables clinicas relacionadas con el metabolismo del colesterol. Como podemos
ver en la tabla 17, encontramos gran cantidad de correlaciones estadisticamente

significativas (P <0,05) entre los parametros estudiados.
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Tabla 17. Analisis de correlacién de Pearson entre las 14 clases lipidicas identificadas por
UPLC-MS y algunas variables clinicas relacionadas con el metabolismo del colesterol. Las
correlaciones estadisticamente significativas (p-valor <0.05) estdn marcadas en negrita.

Colesterol | Colesterol | Colesterol TGs Ratio
total HDL LDL ApoB/ApoAl

BAS r de Pearson 0.16 -0.10 0.28 0.19 0.09
p-valor 0.246 0.508 0.061 0.182 0.567

r de Pearson 0.08 -0.01 0.21 -0.02 0.26
cars p-valor 0.565 0.952 0.165 0.899 0.111
Cers r de Pearson 0.35 -0.06 0.33 0.37 0.24
p-valor 0.011 0.679 0.025 0.008 0.134
CEs r de Pearson 0.14 0.03 0.08 0.09 0.192
p-valor 0.305 0.82 0.578 0.510 0.242

DGs r de Pearson 0.18 -0.42 0.13 0.83 0.32
p-valor 0.205 0.004 0.373 <0.0001 0.047

A r de Pearson 0.16 0.17 0.18 -0.14 0.16
p-valor 0.272 0.248 0.217 0.327 0.322

LPCs r de Pearson 0.11 0.11 0.09 0.10 -0.09
p-valor 0.430 0.473 0.533 0.469 0.587

L PEs r de Pearson 0.11 0.06 0.04 0.28 -0.11
p-valor 0.450 0.683 0.804 0.045 0.514

r de Pearson 0.09 -0.03 0.24 0.12 0.23
MGs p-valor 0.528 0.815 0.107 0.403 0.162
bCs r de Pearson 0.46 0.02 0.35 0.37 0.19
p-valor <0.001 0.919 0.016 0.007 0.22

PEs r de Pearson 0.30 0.07 0.06 0.62 0.01
p-valor 0.033 0.624 0.666 <0.0001 0.968

Pl r de Pearson 0.24 0.31 0.17 0.04 -0.02
p-valor 0.086 0.036 0.242 0.785 0.920

SMs r de Pearson 0.48 0.13 0.40 0.12 0.15
p-valor <0.001 0.389 0.005 0.415 0.365

TGs r de Pearson -0.05 -0.15 -0.18 0.32 0.04
p-valor 0.750 0.321 0.242 0.023 0.783
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Discusion
5. Discusion

5.1. Protedmica

En la presente tesis doctoral, hemos llevado a cabo un estudio caso-control en el que
hemos comparado el proteoma plasmatico de pacientes que han sufrido, al menos, un
episodio de TEV con el de controles sanos. El principal hallazgo de nuestro analisis ha
sido la identificacion y la validacion de una proteina plasmatica, la LBP, como un

biomarcador asociado a la enfermedad tromboembodlica venosa.

En la fase de screening, en la que comparamos muestras plasmaticas de 18 pacientes y de
18 controles mediante espectrometria de masas, obtuvimos un panel de 28 proteinas capaz
de clasificar ambos grupos con una potencia estadistica muy elevada. Entre estas
proteinas encontramos varias, como el FXII y la a-2 antiplasmina, con una actividad
conocida dentro de la coagulacion sanguinea, y muchas otras cuya funcién sigue siendo

desconocida en este campo.

La validacion de este modelo fue el objetivo de la segunda fase de nuestro estudio. Para
esta fase de validacion, estudiamos las muestras plasmaticas de 60 pacientes con TEV y
de 60 controles, y el método elegido para conseguir este prop6sito fue, de nuevo, la
espectrometria de masas, ya que nos permitia analizar las 28 proteinas de nuestro perfil,
en un elevado niumero de muestras y en un unico analisis. En este caso, llevamos a cabo
una estrategia dirigida, ya que utilizamos péptidos especificos de cada una de las proteinas
del panel, lo que no sélo nos permitia identificar inequivocamente cada una de ellas en el
analisis, sino que también nos daba la posibilidad de obtener concentraciones absolutas
de las mismas. Lamentablemente, por motivos técnicos no pudimos obtener datos
analizables de este experimento, lo que nos privo de poder disponer de una gran cantidad
de informacion que hubiera sido de gran valor, tanto para nuestro proyecto en particular,

como para el campo de la protedmicay el TEV en general.

Alternativamente, buscamos otra metodologia mas sencilla, y cuantificamos, mediante
técnicas inmunoanaliticas, los niveles de 3 proteinas de nuestro modelo en la poblacion
de validacion. Estas proteinas fueron RBP4, PAF-AH y LBP, las cuéles escogimos por

los motivos anteriormente expuestos.
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LA RBP4 no mostro diferencias significativas entre los niveles de pacientes con TEV y
controles sanos y, en el caso de PAF-AH, no pudimos cuantificar sus niveles mediante el
inmunoensayo optimizado en disco, posiblemente debido a que sus concentraciones en
plasma son demasiado bajas como para ser detectadas por este método [420,421]. Por el
contrario, la asociacion de la LBP con el TEV si fue validada, hallando concentraciones

significativamente superiores en controles respecto a pacientes mediante ambas técnicas

de cuantificacion.

La LBP es una glicoproteina de fase aguda de 58 kDa implicada en la respuesta
inmunoldgica a bacterias gramnegativas. Actla reconociendo los lipopolisacaridos (LPS)
presentes en la pared celular de estas bacterias y catalizando su union con los receptores
CD14, TLR4 y MD2-. Esta unién favorece la activacion celular y la respuesta inmune,
produciendo la liberacion de citoquinas, como TNF-a, IL-1b, IL-6 e interferon-f, que

ademas producen una activacion sistémica de la respuesta inflamatoria [422-424].

Ademas de su ya comentada anteriormente asociacion con diversas enfermedades
cardiovasculares, cabe destacar que la LBP ha sido identificada como una de las proteinas
desreguladas en pacientes con COVID-19. Varios estudios han sugerido niveles
plasmaticos de LBP significativamente mas elevados en pacientes con COVID-19
respecto a controles sanos. En uno de ellos, los niveles de LPS también eran superiores
en pacientes con COVID-19 y ademés se relacionaban con la existencia de
complicaciones trombéticas [425]. En otro trabajo, estos niveles se mantenian elevados
durante la hospitalizacion y eran superiores en pacientes con afectacion cardiaca [426].
En un estudio de aleatorizacion mendeliana en el que utilizaron 6.492 casos
hospitalizados y alrededor de un millon de controles, se demostré una fuerte correlacion
entre los niveles de LBP sérica y la tasa de hospitalizacion de pacientes con COVID-19
[427]. Estos hallazgos podrian contribuir a dilucidar la tan relevante, y por ahora tan

desconocida, relacion entre la COVID-19 y la trombosis.

Recientemente, se ha publicado un estudio en el que se relacionan los niveles plasmaticos
de LBP con la aparicién de TEV, una asociacion desconocida hasta ahora. En este estudio
protedmico, prospectivo y no dirigido, se identifico, en una primera fase de screening, y
posteriormente se validd, en una poblacion diferente, la LBP como un biomarcador
predictivo de TVP en mujeres [428]. Las mujeres tenian un riesgo dos veces mayor de
desarrollar un evento de TVP, en un periodo de tres afios desde la toma de muestra, por
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cada aumento de una desviacion estandar en sus niveles plasméaticos de LBP. En un
principio, este hallazgo contrastaria con los resultados de nuestro estudio, ya que en
nuestro caso la LBP ejerce un efecto protector para el TEV, siendo sus niveles mas
elevados en controles que en pacientes. Sin embargo, en este mismo estudio también
observaron un riesgo mas elevado de TEV en hombres cuyos niveles de LBP se
encontraban en el cuartil méas bajo, asi como que los niveles de LBP ejercian un efecto
protector sobre el TEP para ambos sexos en el estudio de screening, resultado que se

confirmd para los hombres en la fase de validacion.

La mayor fortaleza de nuestro estudio es el disefio experimental, ya que se compone de
una primera fase de screening seguida por una fase de validacion en la que se han utilizado
diferentes técnicas y una poblacion distinta y mas numerosa a la empleada en la primera
fase. Ademas, las dos técnicas inmunoanaliticas utilizadas para la validacion de la LBP
mostraron una fuerte correlacion, y mas importante ain, una muy alta concordancia, lo
que refuerza y da mas veracidad e importancia a nuestros resultados. Otro de los puntos
a favor de nuestro estudio es la profunda evaluacion clinica de los pacientes, con un
diagnostico objetivo de TEV, la ausencia de factores de riesgo tanto en pacientes como
en controles y la inclusion de pacientes al menos 6 meses después del evento trombético,

en fase estable y una vez la terapia anticoagulante ya ha finalizado.

Como limitacion mas importante de nuestro estudio destacaria el reducido tamafio
poblacional en la fase de screening, lo que hace que tengamos que interpretar con
prudencia el modelo de 28 proteinas obtenido en esta fase. Si bien es cierto, el nimero de
individuos estudiado en la fase de validacion fue considerablemente superior, por lo que,
aungue no pudiera ser validado el modelo en esta poblacion, los resultados obtenidos para
la LBP presentan una robustez y una potencia estadistica realmente elevada.

También analizamos nuestros resultados clasificando a los pacientes por la localizacion
de la trombosis (TVP, TEP y TVP+TEP), pero debido al pequefio niUmero de pacientes
con TEP y con TVP+TEP, los resultados obtenidos carecian de la fuerza estadistica
necesaria como para poder extraer conclusiones sélidas. Los biomarcadores o los factores
de riesgo pueden afectar de diferente maneraala TVP o al TEP, como vemos por ejemplo
en la paradoja del FVL, por lo que estudiar a todos nuestros pacientes indistintamente
podria afectar nuestros hallazgos.

Otra limitacion remarcable es que, dada la naturaleza retrospectiva de nuestro estudio,

aunque los pacientes fueron estudiados al menos 6 meses después del evento, no podemos
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saber con certeza si el proteoma obtenido en nuestras muestras es una consecuencia de la

enfermedad o es una realidad preexistente de los pacientes con TEV que probablemente

contribuyd al evento trombdtico.

En conclusidn, en este estudio hemos obtenido, mediante un andlisis de espectrometria
de masas no dirigido, un perfil de 28 proteinas plasmaticas asociado a la enfermedad
tromboembdlica venosa, capaz de clasificar pacientes con TEV y controles sanos con una
potencia estadistica muy elevada. Ademas, hemos identificado en una segunda fase de
validacion, en una poblacion diferente y mas numerosa, una de estas proteinas, la LBP,
como un biomarcador con efecto protector frente al TEV, siendo sus niveles
significativamente superiores en controles respecto a pacientes. Futuros estudios son
necesarios para dilucidar el papel de estas proteinas, y concretamente de la LBP, en la
fisiopatologia del TEV y en la inmunotrombosis.
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5.2. Metabolomica

El TEV es una enfermedad multifactorial y numerosos mecanismos celulares y
moleculares estan involucrados en la aparicion de un evento trombdtico. A pesar de los
grandes esfuerzos que se han llevado a cabo para dilucidar los factores que desencadenan
un episodio, gran parte de su fisiopatologia sigue siendo incierta, y la aparicion de las
técnicas omicas y de las plataformas analiticas de alto rendimiento podrian aportar luz
que nos ayude a comprender mejor la naturaleza de esta patologia. Como hemos
comentado en la introduccion, son pocos los analisis metabolémicos realizados en el
campo del TEV hasta la fecha [392-395], y el hallazgo de una firma metabodlica asociada
a esta patologia podria ser de gran ayuda para la estratificacion del riesgo trombatico, el
diagnostico y el pronostico de la enfermedad, asi como para la determinacion de nuevos

farmacos o dianas terapéuticas.

En la presente tesis doctoral hemos identificado y validado, mediante espectrometria de
masas, un perfil plasmatico de 4 metabolitos capaz de diferenciar pacientes con TEV y
controles sanos con una potencia estadistica realmente elevada (AUC = 0,98, IC 95%
[0.97-1]). Ademaés, hemos demostrado que 3 de estos metabolitos son capaces de modular
in vitro el estado coagulativo del plasma, modificando diferentes variables de una prueba

global de la coagulacién como es el TGT.

La L-Acetilcarnitina mostro niveles significativamente inferiores en pacientes con TEV
respecto a controles sanos (P<0,01). La L-Acetilcarnitina es sintetizada endégenamente
en las mitocondrias de tejido muscular, cerebro, rifiones, higado y corazon, pero también
puede ser administrada como suplemento alimenticio, principalmente para ayudar al
tratamiento de neuropatias periféricas [429]. Juega un papel muy importante en el
metabolismo energetico, ya que su principal funcion es el transporte de FAs de cadena
larga desde el citosol a la matriz mitocondrial para la B-oxidacion, y sus propiedades
neuroprotectoras han sido ampliamente demostradas [430-433]. En cuanto a su relacion
con la enfermedad cardiovascular, y mas concretamente con el TEV, ésta sigue siendo
incierta, y diferentes resultados se han obtenido en cuanto a los niveles de acilcarnitinas
en los estudios metabolomicos llevados a cabo hasta el momento. Nuestros resultados
estan en la misma linea que los obtenidos por Deguchi et al [392], quienes identificaron
niveles reducidos de varias acilcarnitinas de cadena larga (> 10 atomos de carbono) en el
plasma de un grupo de 40 hombres diagnosticados con TEV. Ademas, confirmaron,
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mediante una prueba funcional de la coagulacion, el efecto anticoagulante de estas
acilcarnitinas, las cuales se unian al FXa impidiendo su union a la membrana plasmatica
e inhibiendo su actividad. En el analisis realizado por Fraser et al [395], se hallaron
niveles mas elevados de butirilcarnitina en el plasma de pacientes con TEV que en el de

controles sanos, y ésta fue uno de los 21 metabolitos incluidos en su perfil de
biomarcadores asociado al riesgo trombotico.

Las pruebas que realizamos con el TGT también evidenciaron un efecto ambiguo de la
L-Acetilcarnitina en el estado coagulante del plasma. La adicién de concentraciones
crecientes del metabolito modificé significativamente 3 de los parametros del TGT, el
lagtime, el ttPeak y el ETP. La L-Acetilcarnitina aument6 los tiempos de los dos primeros,
lo que indica un efecto ralentizador del metabolito sobre la cascada de la coagulacion, ya
que tarda méas en activarse y en llegar a su maxima actividad. Sin embargo, también
increment6 el ETP, es decir, la cantidad total de trombina generada, lo que podria suponer
un efecto procoagulante. Estos resultados son una muestra mas de que futuros estudios
son necesarios para dilucidar el verdadero papel de las acilcarnitinas en general, y de la
acetilcarnitina en particular, en la fisiopatologia del TEV, posiblemente mediado por el
rol que puede ejercer en la membrana plasmatica, la cual juega un papel esencial en la

cascada de la coagulacion.

Los niveles de oleamida fueron significativamente superiores en pacientes con TEV que
en controles sanos (P<0,001). La oleamida es la amida derivada del acido oleico, es
producida endégenamente por el organismo y es considerada un endocannabinoide, ya
que sus principales efectos bioldgicos parecen estar mediados por el receptor
cannabinoide tipo 1 (CB1). Estd presente también en el liquido cefalorraquideo y ha
demostrado tener diversas funciones a nivel del sistema nervioso central, como
antiepiléptico [434], regulador de la memoria [435,436], analgésico y ansiolitico [437].
También ha mostrado tener efectos como inductor del suefio [438], regulador de la
hipotermia [439], vasodilatador [440] y, recientemente, se ha demostrado su influencia
sobre la activacion del inflamasoma [441]. Esta relacion con el proceso inflamatorio
podria abrir un nuevo camino para la investigacion de su implicacién sobre la enfermedad

trombotica, cuyo papel aln no ha sido estudiado.

En las pruebas realizadas con el TGT, la oleamida también retraso significativamente el
inicio de la generacion de trombina (Lagtime) y el tiempo hasta que se alcanzo6 la
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concentracion méaxima (ttPeak). Si bien es cierto, que conforme aumentamos la
concentracion de oleamida utilizada también aument6 la concentracion maxima de
trombina generada (Peak). Como en el caso de la L-Acetilcarnitina, muestra un efecto
presumiblemente opuesto en varios parametros del TGT, por lo que nuevas

investigaciones podrian clarificar la verdadera implicacion de la oleamida sobre la

coagulacion.

La L-arginina también mostrd niveles significativamente mayores en pacientes con TEV
que en controles sanos (P<0,001). La L-arginina es uno de los 20 amino&cidos que se
encuentran formando parte de las proteinas y esta involucrada en gran cantidad de
procesos fisioldgicos en el organismo. Aungque no es un aminoacido esencial, puesto que
el organismo también es capaz de producirlo en la edad adulta, si que es considerado
como bésico, por su gran importancia, ademas de ser ampliamente utilizado como
suplemento alimenticio. La L-arginina es el precursor, en las células inmunes y
endoteliales, de la sintesis de 6xido nitrico, la molécula encargada de llevar a cabo la
mayoria de funciones bioldgicas asociadas a la arginina. Entre ellas podemos destacar su
actividad vasodilatadora y antihipertensiva [442,443], su capacidad para controlar los
niveles de azucar en personas diabéticas [444], sus propiedades antioxidantes [445] y sus
positivos efectos sobre la actividad muscular y la mejora de la capacidad aer6bica y
anaerdbica [446]. Su papel en el metabolismo del cancer también ha sido ampliamente
estudiado [447] y su implicacién en la funcion endotelial y en la enfermedad
cardiovascular sigue siendo controvertida [448,449]. Hasta el momento, niveles alterados
de este aminoacido no se han observado en el TEV, pero su accion sobre la funcién
endotelial y su actividad vasodilatadora nos indican que podria tener un papel importante

en la enfermedad trombética.

En cuanto a su efecto sobre el TGT, la L-arginina aumentd significativamente el Lagtime
y el ttPeak, mostrando asi un efecto ralentizador del proceso de coagulacion. Debido a la
gran cantidad de procesos fisiologicos en los que esta involucrada, la L-arginina es una
molécula con una gran actividad bioldgica, y también podria estar involucrada en la
fisiologia de la coagulacion, siendo necesarios fututos estudios para dilucidar esta

asociacion.

El Aldo-PC también mostrd niveles estadisticamente superiores en pacientes con TEV
respecto a los de controles sanos (P<0,001). El Aldo-PC es un fosfolipido oxidado que
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forma parte de las membranas celulares. Estos fosfolipidos se oxidan debido a la
presencia de moléculas causantes de estres oxidativo, y se ha demostrado que un exceso
de fosfolipidos oxidados afecta a las propiedades de la membrana lipidica, pudiendo
causar alteraciones en los procesos inflamatorios e infecciosos [450-452]. Cabe destacar
ademés, que el estrés oxidativo conduce tanto a modificaciones drésticas en las
propiedades biofisicas de las biomembranas como en las propiedades quimicas de otros
lipidos o proteinas con los que interaccionan. Asi, Code et al [453] describieron como el
Aldo-PC es capaz de reaccionar con la enzima lipolitica fosfolipasa A2 (PLA2),
favoreciendo su activacion. Y, por otro lado, Tamayo et al [454] demostraron en un
estudio in vivo en ratones, que la sustitucion o modificacion de la composicion de la
membrana celular alteraba la actividad anticoagulante de la via de la proteina C, y por
tanto el riesgo trombdtico, con una modificacion mediada por SPLA2-V. En el campo de
la enfermedad trombdtica, no hay estudios que lo relacionen con su fisiopatologia, y
nuevas investigaciones son necesarias para esclarecer esta asociacion, posiblemente
ligada con la importancia de la membrana celular en el proceso de la coagulacion

sanguinea.

Como principal fortaleza de nuestra investigacion, al igual que en el andlisis proteémico,
destacaria el disefio experimental del estudio metabolémico, con una primera fase de
screening, y una segunda fase de validacion, utilizando una cohorte diferente y mas
numerosa a la estudiada en la primera fase, y en la que se han utilizado estandares
quimicos de los metabolitos, para la obtencion de niveles absolutos de los mismos. Otra
fortaleza de nuestro estudio es la evaluacion clinica a la que han sido sometidos los
pacientes, con un diagndéstico objetivo de TEV, ausencia de factores de riesgo en ambas
poblaciones y la inclusion de pacientes al menos 6 meses después del evento de TEV, en
fase estable y una vez la terapia anticoagulante ya habia finalizado. La inclusion de los
pacientes con estos criterios ha permitido eliminar ruido de fondo que pudieran

enmascarar los resultados obtenidos.

Como limitaciones de nuestro estudio podemos remarcar el analisis de pacientes con TEV
en unico grupo, sin clasificar por la localizacion de la trombosis y el caracter retrospectivo
de nuestro estudio, ya que, aunque la coleccién de muestras se llevo a cabo al menos 6
meses después del evento, no podemos confirmar si los hallazgos obtenidos son una causa

0 una consecuencia del evento trombdtico.
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En conclusién, hemos validado un modelo de 4 metabolitos asociado a la presencia de
TEV con una fuerza estadistica muy elevada. Dentro de los pocos andlisis metabolomicos
realizados en el campo del TEV hasta la fecha, el estudio llevado a cabo por Fraser et al
[395] es el que obtuvo unos resultados mas similares a los nuestros. Ellos identificaron
un conjunto de 21 metabolitos plasmaticos (incluidos 12 lipidos) como biomarcadores de
TEV y generaron un modelo con el que obtuvieron un AUC de la curva ROC de 0,906.
Nuestra investigacion presenta unos resultados mas consistentes y prometedores por
varias razones. La primera es debida al disefio experimental, ya que nuestro estudio consta
de dos fases, lo que hace que nuestros resultados tengan mayor robustez y fortaleza. La
segunda es el nimero de variables del modelo. El perfil de Fraser et al consta de 21
metabolitos, mientras que el nuestro incluye Unicamente 4, lo que lo hace mucho mas
transferible a la clinica. La tercera razon es la mayor potencia estadistica de nuestro

modelo, con un AUC de 0,98, respecto a la suya de 0,906.

Futuros estudios son necesarios para reforzar nuestros resultados y evaluar la implicacion
de estos 4 metabolitos en la fisiopatologia del TEV. Estos estudios también dilucidarian
las posibilidades de nuestro modelo en el diagndstico, estratificacion y pronostico del
TEV, pudiendo reducir asi el empleo de técnicas invasivas o profilaxis innecesarias.
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5.3. Lipidémica

Debido a la gran cantidad de actividades biolégicas en las que estan involucrados los
lipidos, la desregulacion de la homeostasis lipidica ha surgido como una caracteristica
patogénica de muchas enfermedades. Un analisis completo del metabolismo lipidico
puede proporcionar una mejor comprension de la patogénesis de muchas enfermedades y
revelar nuevos biomarcadores para su diagndéstico, pronéstico o incluso para un posible

tratamiento farmacologico [455,456].

En el campo del TEV, ningun estudio lipidomico ha sido realizado hasta la fecha y son
pocos los andlisis metabolomicos llevados a cabo, los cuales han hallado diversas
especies lipidicas asociadas con el TEV [392-395]. En esta tesis, realizamos el primer
analisis lipidomico caso-control cuyo objetivo fue descubrir nuevos perfiles de lipidos
circulantes asociados con el riesgo de TEV incidente. Detectamos clases lipidicas y
especies individuales relacionadas con la enfermedad y fuimos capaces de identificar
perfiles lipidicos plasmaticos como biomarcadores de TEV.

Con respecto a las clases lipidicas, observamos que 8 de las 14 clases identificadas
mostraron niveles alterados en pacientes con TEV en comparacion con los controles
sanos. Estas fueron: Cars, Cers, MGs, DGs, PCs, PEs, SMs y FAs.

Las Cars son un grupo de lipidos que participan en multiples actividades bioldgicas,
destacando la oxidacion de los acidos grasos y el ciclo del acetil-CoA. Recientemente se
han publicado varios estudios en los que se asocia la alteracion del metabolismo de las
Cars con el riesgo de TEV. Zeleznik et al [393] observaron que los niveles séricos de
nueve acilcarnitinas mostraban diferencias estadisticamente significativs entre los
pacientes con TEP de riesgo bajo y pacientes con TEP de riesgo intermedio/alto.
Asimismo, Jiang et al [394] hallaron, en un estudio caso-control de metabolémica en
plasma, que una carnitina de cadena corta se asociaba significativamente con la incidencia
de TEV. Como ya se ha comentado anteriormente, una de los 12 lipidos incluidos en el
modelo de 21 metabolitos de Fraser et al [395] fue la butirilcarnitina, que presento niveles
aumentados en pacientes con TEV en comparacion con controles sanos. También
Deguchi et al [392] identificaron niveles plasmaticos reducidos de algunas acilcarnitinas
de cadena larga (> 10 atomos de carbono) en hombres con TEV y demostraron su efecto
anticoagulante, mediado por la inhibicion del FXa. Estos resultados estan en la misma

linea a los descritos en la presente tesis doctoral, ya que, aunque no se conoce en
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profundidad el mecanismo de accion de estas moléculas, si indican que existe una fuerte

relacion entre el metabolismo de las carnitinas y la fisiopatologia del TEV, la cual merece

un estudio mas profundo.

También observamos un aumento de los niveles de Cers y SMs en pacientes con TEV,
dos clases de esfingolipidos estrechamente relacionadas. Desregulaciones en el
metabolismo de los esfingolipidos ya han sido descritas con anterioridad en enfermedades
cardiovasculares y el proceso inflamatorio [457,458]. El papel de las ceramidas en la
inflamacion vascular es bien conocido. Las ceramidas desencadenan la exocitosis de los
cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales [459], liberando asi factor von
Willebrand (FVW) y P-selectina, lo que produce el reclutamiento de leucocitos y la
adhesion y agregacion plaquetaria. Se ha demostrado que las selectinas promueven la
inflamacién y la trombogénesis venosa [460,461], son posibles biomarcadores de TEV
[462,463] e incluso la inhibicidn de la P-selectina podria tener un papel terapéutico en la
trombosis venosa [464]. Niveles alterados de ceramidas también se han asociado con
desdrdenes en la coagulacion. Deguchi et al encontraron una asociacion entre niveles mas
bajos de glucosilceramida (GlcCer) en plasma, un producto de glicosilacion de las
ceramidas, y un mayor riesgo de TEV [465,466], y plantearon la hip6tesis de que esta
asociacion se basaba en la capacidad de la GlcCer plasmatica para contribuir y participar
en la actividad antitrombotica de la via de la proteina C activada, por lo que una
disminucion de GlcCer conduciria a un estado de hipercoagulabilidad y un aumento del
riesgo trombotico. Otro producto del metabolismo de las ceramidas, la esfingosina-1-
fosfato, también ha mostrado tener un papel importante en la coagulacion y la inflamacién
[467]. Ademas, Wang et al [468,469] descubrieron que alteraciones en el metabolismo de
las esfingomielinas influian en la actividad procoagulante del FT. En linea con los
resultados de nuestro analisis, niveles aumentados de SMs y Cers fueron hallados en el
suero y en la pared venosa de ratones con TVP en un analisis metabolomico en modelo
animal [470]. Algunas enzimas implicadas en el metabolismo lipidico son capaces de
alterar los equilibrios entre SMs-Cers, esfingosinas-Cers, esfingosina-esfingosina-1-
fosfato, GlcCer-Cer...[471,472], y tal vez un estudio mas profundo de estas vias
metabolicas aclararia el verdadero efecto de estos esfingolipidos en la fisiopatologia del
TEV.

Niveles plasmaticos mas elevados de MGs y DGs también fueron observados en pacientes

con TEV. Con respecto a los MGs, no hay datos que relacionen esta clase lipidica con el
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riesgo trombatico. Sin embargo, en el caso de los DGs, nuestros resultados coinciden con
los publicados por Jiang et al [394], quienes también encontraron niveles aumentados de
DGs en pacientes con TEV en comparacion con controles sanos. Debido a que los DGs
constituyen un componente menor de la dieta humana, y la cantidad de ingesta es
pequefia, Jiang et al [394] sugieren que el enriquecimiento en DGs identificado en
pacientes con TEV podria reflejar el efecto intermedio de los TGs, cuyo vinculo con el
riesgo de TEV ha sido ampliamente estudiado [473-476]. A pesar de esto, mas estudios

son necesarios para clarificar el efecto de los diglicéridos en la enfermedad de TEV.

Nuestro estudio también revel6 un aumento de dos clases de fosfolipidos en el plasma de
pacientes con TEV, PCs y PEs. Es bien sabido que los fosfolipidos de membrana ejercen
una importante funcion procoagulante, aunque esta funcion se atribuye principalmente a
la PS. La generacion de trombina se ve reforzada por las membranas de fosfolipidos que
contienen PSs, y la actividad de la protrombinasa puede mejorar con la presencia de PEs
cuando las membranas tienen bajos niveles de PS o cardiolipina [477,478]. En cuanto a
los fosfolipidos circulantes, hay menos informacion sobre su papel en el equilibrio
hemostatico. Nuestros resultados estan en linea con el estudio de Fraser et al [395], en el
que entre los 21 metabolitos incluidos en su perfil asociado al TEV estaban la PC(38:8)
y la PE(16:0/20:5) ambas con niveles aumentados en pacientes con TEV. Nuestros datos
también coinciden con los obtenidos por Jiang et al [394], quienes también observaron
que las PEs estaban relacionadas con el riesgo de TEV. Ademas, anticuerpos contra PEs
han sido hallados en pacientes con eventos tromboembolicos [479,480], y en un estudio
retrospectivo caso-control, Sanmarco et al [481] observaron que la presencia de
anticuerpos anti-PEs aumentaba 6 veces el riesgo de TEV. El papel que juegan los
fosfolipidos de membrana en el equilibrio hemostatico ha sido ampliamente estudiado,
sin embargo, se necesitan mas estudios para dilucidar la importancia real de los
fosfolipidos circulantes en la coagulacién y mas concretamente en la patogénesis del
TEV.

Los niveles de FAs también fueron més elevados en pacientes con TEV en comparacion
con los de controles sanos. En este estudio hemos analizado los niveles de acidos grasos
totales, si bien es cierto que se ha visto que su efecto sobre las enfermedades
cardiovasculares varia en funcion de su grado de saturacion (pudiendo ser saturados
(SFA), monoinsaturados (MUFAS) o poliinsaturados (PUFAS)), y de su longitud [482].

En nuestro andlisis, los dos acidos grasos que mas han contribuido a estas diferencias han
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sido el &cido palmitico (C16) y el cido estearico (C18), dos &cidos grasos saturados de
cadena larga. Nuestros resultados estan en linea con los obtenidos por Didisheim vy
Mibashan [483], quienes observaron que los &cidos grasos saturados de cadena larga
aceleraban la coagulacién sanguinea a través de la activacion del factor de Hageman
(FXII) y su efecto era proporcional a la longitud de su cadena. Estos resultados también
concuerdan con los de Mitropoulos y Esnouf [484], quienes describieron una mayor
autoactivacion del FXII en presencia de SFAs de cadena larga, como el acido estearico
(C18) o el &cido behénico (C22). Ademas, los SFAs de cadena larga han mostrado tener
efecto sobre la actividad coagulante del FVII in vitro [485], actividad que mostraba una
fuerte asociacion con la concentracion plasmética de acido esteérico [486]. Wilson et al
[487], en un antiguo estudio con modelo animal, descubrieron que las inyecciones de
SFAs de cadena larga en la circulacién sistémica de perros producian trombosis masivas
y muertes sUbitas. Més tarde, en un estudio poblacional para analizar los efectos
trombogénicos de los SFAs, Renaud et al [488] demostraron que los niveles de acido
estedrico se correlacionaban con la actividad coagulante y la agregacion plaquetaria en
humanos. En otro estudio en modelo murino, el reemplazo prolongado de una dieta con
grasas hidrogenadas (ricas en FAs trans) por una dieta con aceite de palma (rica en grasas
saturadas y acido palmitico) afectaba la agregacién plaquetaria y aumentaba el riesgo de
TEV en ratas [489]. Ademas, el acido palmitico también producia un aumento
significativo de la generacion de trombina en el plasmay en las células del musculo liso
vascular de ratas [490], lo que confirma su efecto protrombdtico. Méas recientemente, en
un estudio de aleatorizacion mendeliana para explorar asociaciones entre los niveles
plasmaticos de acidos grasos y 15 enfermedades cardiovasculares, la predisposicion
genética a presentar niveles mas altos de acido estedrico en plasma se asociaba con
mayores probabilidades de padecer TEV [491]. A pesar de esas evidencias, sigue sin estar
claro si los FAs libres circulantes juegan un papel causal en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, y mas concretamente, en la patologia trombotica, por lo que son
necesarios mas estudios para aclarar la verdadera implicacion de los FAs libres en la

fisiopatologia del TEV.

En resumen, hemos obtenido dos modelos lipidicos que discriminan de manera robusta
pacientes con TEV y controles sanos. El primero de ellos se generd con los niveles de 4
clases lipidicas (Cers, FAs, LPGs y SMs) y obtuvimos una curva ROC con un AUC de

0,90. Realizamos este modelo como una primera estimacion para descubrir qué clases de
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lipidos contribuian con més fuerza a clasificar pacientes y controles. Si bien es cierto,
cada una de las clases de lipidos incluye muchas especies lipidicas especificas y este
modelo puede resultar confuso y, sobre todo, dificil de trasladar a la préactica clinica. Por
este motivo generamos un modelo con las especies lipidicas obtenidas e identificamos un
perfil de 8 lipidos plasméticos: MG(18:0), FA(18:0), FA(16:0), PE(36:0), SM(34:2),
SM(16:1/16:0), Cer(18:1/24:1) y Cer(40:1), capaces de discriminar pacientes con TEV y
controles sanos con una fuerza estadistica muy elevada, alcanzando un AUC de 0,96.
Nuestro modelo tiene dos fortalezas importantes con respecto al de Fraser et al [395]. La
primera de ellas es una potencia estadistica mas elevada (0,96 vs 0,906), lo que hace que
nuestro modelo sea capaz de discriminar y separar correctamente a un porcentaje mayor
de individuos de las dos poblaciones de estudio. La segunda es el menor nimero de
variables incluidas en el modelo (8 vs 21) y el hecho de que todas tienen la misma
naturaleza molecular. Esta es una ventaja muy notable, ya que hace que nuestro perfil
lipidico sea més sencillo y facilmente transferible a la practica clinica.

Como fortalezas de nuestro estudio podriamos destacar la evaluacion clinica exhaustiva
de los pacientes, con un diagnostico objetivo de TEV, la ausencia de factores de riesgo
tanto en pacientes como en controles y la inclusion de pacientes al menos 6 meses después

del evento trombdtico, en fase estable y una vez la terapia anticoagulante ya ha finalizado.

Nuestro estudio también presenta varias limitaciones. Una de ellas es el reducido tamafio
poblacional, si bien es cierto que este analisis se trata de una primera fase de screening.
Otra limitacion es que, aunque los pacientes fueron estudiados al menos 6 meses después
del evento, debido al caracter retrospectivo del estudio, no podemos saber si el aumento
de los niveles lipidicos es una caracteristica enddgena persistente de los pacientes con

TEV que contribuy6 al evento trombotico o si son consecuencia de la enfermedad.

Nuevos estudios prospectivos validarian la asociacion de los niveles plasmaticos de estos
lipidos con el riesgo de TEV y confirmarian si su desregulacion explica una parte de los
eventos actuales de TEV de origen incierto. Sin embargo, estos estudios son muy dificiles
de llevar a cabo, dado el gran tamafio poblacional que se requiere y el prolongado
seguimiento que se ha de realizar hasta obtener un nimero suficiente de pacientes para

que los resultados tengan consistencia estadistica.
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6. Conclusiones

Con los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que:

1. Hemos identificado, en un estudio caso-control mediante espectrometria de masas
no dirigida, un perfil de 28 proteinas plasmaticas asociado con la enfermedad
tromboembdlica venosa, capaz de clasificar pacientes con TEV y controles sanos

con una potencia estadistica muy elevada.

2. Elestudio de validacion de este perfil de proteinas identifico una proteina, la LBP,
como un biomarcador con efecto protector frente al TEV, siendo sus niveles
significativamente superiores en controles respecto a pacientes. Si bien, futuros
estudios son necesarios para dilucidar el papel de esta proteina, posiblemente

mediado por la inflamacion y la inmunidad en la fisiopatologia del TEV.

3. Hemos puesto a punto y validado un inmunoensayo en DVD, sencillo y
econdmico, para la cuantificacion plasmatica de LBP, pudiendo ser susceptible de

desarrollar un estudio de mercado y trasladarse a la préactica clinica.

4. En un estudio caso-control, mediante espectrometria de masas no dirigida en
plasma, se han detectado 40 variables metabdlicas asociadas con el TEV,
identificando 5 de ellas como metabolitos descritos en el metaboloma humano,

confirmando su identidad mediante la utilizacién de estandares comerciales.

5. Tras la fase validacion de estos metabolitos mediante un andlisis de
espectrometria de masas dirigido, hallamos niveles méas elevados de L-
Acetilcarnitina en controles sanos, sugiriendo asi un posible efecto protector
frente al TEV, mientras que L-Arginina, Oleamida y Aldo-PC, mostraron niveles
mas elevados en pacientes con TEV, por lo que podrian estar asociados con un

mayor riesgo trombético.

159



6.

10.

11.

Conclusiones

Hemos obtenido un modelo asociado al TEV con los niveles plasmaticos de los 4
metabolitos, con una potencia estadistica para diferenciar pacientes y controles
superior a la mostrada por cada metabolito por separado. Este perfil podria ser
utilizado como una firma metabdlica asociada al TEV, cuya capacidad diagndstica

y prondstica requieren futuros estudios que diluciden sus posibilidades clinicas.

Mediante un test global de la coagulacion como es el Test de Generacion de
Trombina, se ha comprobado que la adicion in vitro de L-Acetilcarnitina, L-
Arginina y Oleamida son capaces de alterar el estado coagulativo de un pool de
plasmas de controles sanos, produciendo un retraso en los tiempos de la

coagulacién junto al aumento de la generacion de trombina total.

Se ha identificado, por primera vez, en un estudio caso-control mediante
espectrometria de masas no dirigida en plasma, la asociacion de 8 clases lipidicas
con la enfermedad trombética, mostrando niveles alterados en pacientes con TEV

en comparacion con controles sanos.

Hemos obtenido un modelo asociado al TEV que incluye 4 de las clases lipidicas
identificadas, LPGs, FAs, SMs y Cers, capaz de separar robustamente ambas
poblaciones de estudio con una potencia estadistica muy elevada, superior a la

estimada para cada clase de lipidos por separado.

Los niveles de 2 de estas clases lipidicas, los FAs y las SMs, han mostrado una
fuerte asociacion con la presencia de recurrencia trombotica. Estos resultados
requieren futuros estudios que evallen la capacidad clinica de estos

biomarcadores para un posible tratamiento personalizado para cada paciente.

Tras analizar la asociacion de los lipidos identificados en el analisis de forma
individualizada, identificamos un nuevo modelo asociado al TEV, compuesto por
8 especies lipidicas: Cer(40:1), Cer(18:1/24:1), MG(18:0), PE(36:0),
SM(16:1/16:0), SM(34:2), FA(16:0) y FA(18:0), el cual mostré una potencia

estadistica incluso superior al generado con las 4 clases lipidicas.
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12. Futuros estudios son necesarios para determinar el papel de estos lipidos en la

fisiopatologia del TEV, posiblemente relacionado con la importante funcién que

desarrolla la membrana celular en el proceso de la coagulacion.
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