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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA VENOSA

La enfermedad tromboembodlica venosa (ETEV), que comprende la
trombosis venosa profunda (TVP) y el tromboembolismo pulmonar (TEP), es un
proceso caracterizado por la formacion de un codgulo en el sistema venoso
profundo el cual interrumpe la circulacion normal de la sangre dando lugar a una
serie de repercusiones clinico-patoldgicas importantes(1).

Supone un importante problema de salud publica por su elevada frecuencia,
morbimortalidad en fase aguda y complicaciones a largo plazo y es la patologia
vascular mas frecuente entre los 15 y los 50 afios de edad(2). Anualmente causa mas
muertes en Europa que la suma de las producidas por el cancer de proéstata, el
cancer de mama, los accidentes de trdfico, y el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida(3). Ademads, se considera la principal causa de muerte evitable en
pacientes hospitalizados(4) y una de las principales causas de muerte(5,6) y
morbilidad(7) materna durante el embarazo y el puerperio.

La recurrencia, el sangrado en relacion a la anticoagulacion, el sindrome
postrombdtico (SPT) y la hipertension pulmonar tromboembdlica créonica (HPTC)
son las principales complicaciones que pueden ocurrir tras el episodio agudo
(Figura 1). Estas patologias suponen ademds de riesgo vital y deterioro de la
calidad de vida de los pacientes, importantes repercusiones socioecondémicas

anadidas(8,9).

Figura 1. Posibles complicaciones de la ETEV.

ETEV

TEP TVP

Recidiva Recidiva SPT

ETEV: enfermedad tromboembdlica venosa. TEP: tromboembolismo pulmonar. TVP:
trombosis venosa profunda. HTPTC: hipertension pulmonar tromboembdlica cronica.
SPT: sindrome postrombotico.
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1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de la ETEV se estima en 1-2 casos por 1000 habitantes/afio(10-
12), tasa comparable a la incidencia de los accidentes cerebrovasculares. Un 60%
aproximadamente, debuta en forma de TVP aislada y un 40% como TEP con o sin
TVP(13). Esta cifra aumenta exponencialmente, para ambos sexos, con la

edad(10)(Figura 2) y es hasta 4 veces mas frecuente en paises desarrollados(14).

Figura 2. Incidencia anual de ETEV por edad y sexo (A). Incidencia anual de ETEV, TVP

aislada y TEP con o sin TVP asociada por edad.
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Adaptado de Silverstein y colaboradores(15).

Asi, el incremento exponencial de la ETEV con la edad, es un hecho
sobradamente demostrado en muchos estudios. En cuanto al sexo, parece ser que
la incidencia es algo mayor en mujeres durante la edad fértil, lo que se ha atribuido
a la mayor exposicion hormonal durante el embarazo y el puerperio y al uso de
anticonceptivos(16). A partir de los 45 afios la incidencia es mayor en hombres(17),
aligual que el riesgo de recurrencia que también es mayor en hombres(18). Aunque
se desconoce el motivo, se ha propuesto que esto podria ser debido a diferencias

en factores de riesgo debidos al estilo de vida entre hombres y mujeres.

En pacientes con enfermedades cardiovasculares o cdncer activo aun se
conocen porcentajes mas elevados, asi, segun el tipo de cancer se estiman cifras
como 3% para el cancer de mama y vejiga, 4-7% para el cancer de colon y de
prostata, entre 10-12% para pulmon, estdmago, ovario y tumores cerebrales y hasta

un 15% para el cancer de pancreas(19).
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Por lo que se refiere a Espafia, los datos mas actualizados que
disponemos(20), provienen de un andlisis de las bases de datos de altas
hospitalarias producidas en el Sistema Nacional de Salud en 2005. En este estudio
se obtuvo una incidencia media de 154/100000 habitantes-afio, repartido por igual
entre ambos sexos y con una edad media de presentacion de 67 afios. Estos datos,
no obstante, podrian estar infravalorados ya que tinicamente se reflejaban los casos
hospitalizados.

Por otra parte, es una enfermedad con una elevada tasa de recurrencia
(Figura 3), entre un 20-30% recurre a los 10 afios tras el diagnostico(21-24). El
riesgo de recurrencia varia en el tiempo y aunque es mas elevado en los primeros
6-12 meses tras el evento, nunca llega a ser nulo. Ademas, mientras que el
tratamiento anticoagulante o profilaxis secundaria esté activa se previene la
recidiva, pero tras completar tres meses de adecuada anticoagulacion, si ésta se
suspende, reaparece el riesgo de recidiva independientemente del tiempo que el
tratamiento se haya mantenido(25-29). Es decir, prolongar el tratamiento
anticoagulante no reduce el riesgo de recurrencia una vez éste se suspende. Todo
esto hace pensar que la ETEV es una enfermedad crénica con episodios de

recurrencia(23,25,26).

Figura 3. Incidencia acumulada de la recurrencia de ETEV (linea continua) y el

riesgo de recurrencia por 1000 personas/dia (linea de puntos).
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Pero ademas de la elevada incidencia de recidiva tromboembdlica y la
hemorragia asociada a la anticoagulacion, asocia importantes secuelas a largo
plazo como son el SPT y la HTPTC que reducen substancialmente la calidad de
vida de los pacientes. Prandoni y colaboradores(27) pusieron de manifiesto que
hasta el 30% de los pacientes que sufren una TVP proximal sintomdtica desarrollan
un SPT en los primeros 8 afios de seguimiento, aumentando mas de 6 veces el
riesgo si habia recidiva ipsilateral. Por otra parte, hasta un 3% de los pacientes que
sufren un TEP desarrollan HTPTC(28) con limitacién funcional importante y
disnea de dificil tratamiento(29).

Por otro lado, la supervivencia después de un episodio de ETEV, es peor que
la esperada y es mucho peor después de un TEP que una TVP aislada(30-32). De
hecho, el riesgo de muerte precoz tras un TEP es 18 veces mayor que en pacientes
con TVP Gnicamente(33), asi, pese a que las cifras de muerte asociadas con TEP
estan disminuyendo(34,35) con los avances en diagndstico y tratamiento de los
ultimos afios, hasta un 20% de los pacientes fallecen en el primer afio de
diagnostico(12,35). Se estima que en Europa el TEP supone 8-13 muertes por 1000
mujeres y 2-7 muertes por 1000 hombres entre los 15 y los 55 afios de edad(36).

Por tanto, podemos considerar la ETEV como una enfermedad cronica por
la elevada incidencia de recurrencia asi como las secuelas a largo plazo, lo que
supone unos costes sanitarios muy elevados que se estiman entre 1.5-3.3 billones

de euros en Europa y unos 7-10 billones de dolares en Estados Unidos(37,38).

1.1.2. ETIOPATOGENIA

A mediados de siglo XIX, Rudolph Virchow sefial6 los tres principales
factores implicados en la trombosis: estasis sanguineo, lesion en la pared vascular
y estado de hipercoagulabilidad (Figura 4). Esta triada etiopatogénica clasica,
conocida como “Triada de Virchow”, sigue todavia vigente en nuestros dias aunque
el avance en los conocimientos cientificos y técnicos ha hecho que cada vez se
conozcan mas procesos y vias biologicas implicados en el riesgo de padecer la

enfermedad.
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Figura 4. Triada de Virchow.
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Cuando se produce la disminucién del flujo o estasis venoso, se acumulan
factores de la coagulacion activados que no son diluidos por la sangre circulante ni
inhibidos por los inhibidores fisioldgicos dado que al ser el transito muy lento no
llegan en condiciones adecuadas. En estas circunstancias, hay mas predisposicion
a la aparicion de trombos venosos que se cree que comienzan en las bolsas
valvulares de las venas ya que son mas susceptibles a esta disminucion del flujo,

sobre todo, durante la inmovilizacion prolongada (39).

Ademas, en situaciones de estasis, debido a la hipoxia local y la inflamacién,
se puede producir lesion endotelial con dafio y disfuncién de la pared vascular lo
que puede conducir a un estado de hipercoagulabilidad dadas las propiedades
anticoagulantes naturales del endotelio(39). Asi, cuando se produce la activacién
de las células endoteliales hay una mayor expresién de moléculas de adhesion, en
particular la P-selectina (presente en las células endoteliales, plaquetas y
leucocitos) y el factor de von Willebrand (FVW). Este fendmeno facilita la adhesién
de los leucocitos, plaquetas y microparticulas que se activan liberando mediadores
procoagulantes y proinflamatorios entre los que destacan la trombina y algunas
citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) y las interleucinas 6 (IL-6) y 8
(IL-8). Por otra parte, los leucocitos activados, expresan el factor tisular (FT) o

factor III que es un receptor de membrana con alta afinidad por el factor VII (FVII).
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Su union, activa la via extrinseca de la cascada de la coagulacion, lo que conduce a
la activacion del factor X (II), la produccion de trombina y finalmente trombos
compuestos por fibrina, hematies y plaquetas. Aunque esta via extrinseca parece
ser la mas importante, la coagulacion también se puede activar por la via intrinseca
o de contacto al contactar el factor XII (FXII) circulante con el coladgeno y otras

moléculas de la matriz subendotelial cuando se lesiona el endotelio (Figura 5).
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Figura 5. Etiopatogenia de la ETEV.
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(A) Expresion de moléculas de adhesiéon superficial como la P-selectina y el factor de von
Willebrand.

(B) Unidn de leucocitos, microparticulas y plaquetas.

(C) Formacidén de trombina a través de la via extrinseca de la coagulacion.

(D) Trombo compuesto por fibrina, hematies y plaquetas.

NETs: trampas extracelulares de neutrofilos. PSGL-1: ligando 1 de glicoproteina P-selectina. RBC:

hematie. TF: factor tisular. vWF: factor von Willebrand. Factor VIla: factor VII activado. Factor IXa:

factor IX activado. Factor Xa: factor X activado. Factor Xla: factor XI activado. Factor XIla: factor

XII activado. Factor XIlla: Factor XIII activado.
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Asi, existe una evidencia cada vez mayor de que la formacion de trombos
podria deberse a una compleja interaccion entre el sistema de la coagulacion y la
inflamacién. Es lo que se ha llamado inmunotrombosis(41). Sabemos que los
leucocitos activados son la principal fuente de microparticulas del FT
procoagulante, que estimula la formacion y crecimiento de trombos(42). Por otra
parte, las trampas extracelulares de neutrofilos o NETs que son una malla de acido
desoxirribonucleico (ADN) que encierra histonas y proteinas antimicrobianas(43)
y son liberadas por los neutrofilos al espacio extracelular, sirven de anclaje a los
hematies, las plaquetas y las moléculas procoagulantes para formar
trombos(43,44). Las plaquetas ayudarian a inducir la formaciéon de NETs y
aumentarian la actividad procoagulante de las células inmunitarias(41,45) y éste,
podria ser el motivo por el cual la aspirina disminuye el riesgo de ETEV(46). Los
hematies estarian involucrados en la produccion de trombina, activacion
plaquetaria y crecimiento de los trombos(47). De hecho, tanto la transfusion de
plaquetas como de hematies aumenta el riesgo de trombosis venosa y su
recidiva(48). Otro hecho importante que apoya esta teoria es que, pese a que
todavia no se han utilizado como biomarcadores, las microparticulas del FT y
marcadores de los NETs aumentan en pacientes con ETEV(49,50).

Por lo tanto, estrecha relacidn entre la inflamacién y la trombosis venosa
que ha abierto una importante linea de investigacién en los altimos afios, como lo
demuestran todos aquellos trabajos en los que se ha visto que farmacos con
propiedades antiinflamatorias, como las estatinas, podrian disminuir el riesgo de
ETEV y su recurrencia(51,52).

Por altimo, cabe destacar, que hay determinadas situaciones, denominadas
estados hipercoagulables o trombofilias, en los que se produce un desequilibrio
entre los factores procoagulantes y anticoagulantes de la hemostasia sanguinea que
conduce a una mayor susceptibilidad a la formacion de trombos. Por la
importancia de este tema en la presente tesis, se tratara de manera independiente

en el siguiente punto.
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1.1.3. TROMBOFILIA

En 1995, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Sociedad
Internacional de Hemostasia y Trombosis (ISTH) definieron la trombofilia o estado
de hipercoagulabilidad, como una predisposicion anormal del individuo a la
trombosis debido a la presencia de alteraciones adquiridas o hereditarias de la
hemostasia(53).

Inicialmente, este término se reservaba para aquellos pacientes que
presentaban trombosis a edades tempranas, manifestaciones clinicas atipicas,
localizacién inusual, recurrencia frecuente o eventos migratorios(54), sin embargo
la tendencia actual es considerar que se trata de un conjunto de alteraciones
heterogéneas que pueden ser genéticas, adquiridas o mixtas segun su etiologia(s5)
y, que frecuentemente se presentan asociadas en un mismo paciente(56),
independientemente de la presentacion clinica o localizacion de la trombosis.

Asi, la ETEV es una enfermedad compleja y multifactorial desencadenada
por interacciones entre multiples factores bien de manera aditiva o sinérgica. Es
un concepto dindmico de riesgo en el que se cree, que la presencia de una
predisposicion genética junto con la participacion de otros factores ambientales,
conducen a una enfermedad clinicamente manifiesta cuando se alcanza el llamado

umbral de trombosis(57)(Figura 6).

Figura 6. Modelo dinamico de riesgo.
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Este modelo multicausal de la ETEV, hace que sea muy dificil identificar

todas las causas y por tanto predecir su riesgo.

1.1.3.1. CLASIFICACION
De manera practica, la trombofilia se puede clasificar en:
* Trombofilia primaria: producida por anomalias en el propio sistema
hemostatico. Dentro de este grupo, a su vez, podemos considerar:

e Hereditaria: actualmente se desconoce su incidencia real en la ETEV
puesto que posiblemente queden muchas variantes por descubrir. La
trombofilia hereditaria tradicional (deficiencias de proteina C (PC),
proteina S (PS), antitrombina III (AT) y la mutacién del gen de la
protrombina (G20210A) y el factor V de Leiden (FVL) estd asociada
con genes del sistema de la coagulacion. Sin embargo, tal y como
hemos visto previamente, se han encontrado mutaciones en otras
vias metabolicas como la inflamacién asi como en células sanguineas
como las plaquetas y los hematies que también estan relacionadas
con el riesgo de sufrir un evento trombdtico(58).

e Adquirida: anticuerpos antifosfolipido (AAFL).

e Origen mixto

= Hiperhomocisteinemia.
* Niveles plasmaticos elevados de factores VIII (FVIII), IX (FIX)
y XI (FXI).
= Resistencia a la proteina C activada no asociada al FVL.
* Trombofilia secundaria: por diversas condiciones fisiologicas como el
embarazo/puerperio o procesos patoldgicos como el cancer, existe un riesgo

aumentado de trombosis.
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1.1.3.2. TROMBOFILIA PRIMARIA

1.1.3.2.1. TROMBOFIIA PRIMARIA HEREDITARIA

La ETEV es una enfermedad compleja, resultado de la interaccion de
diferentes factores ambientales y hereditarios. La contribucién de los factores
hereditarios es importante, de hecho, estudios en familias con TVP en varios de
sus miembros asi como estudios en gemelos, sugieren que hasta en un 60% de los
casos deben existir factores hereditarios que condicionan la aparicién de
enfermedad(59,60). Se trata de una enfermedad poligénica con un modelo de
herencia multifactorial, es decir, de gran complejidad genética. Conocer la base
genética de esta enfermedad es de vital importancia para llegar a comprender su

etiologia y mecanismos de recidiva y cronicidad.

I. HISTORIA

Desde que Jordan y Nandorff acufiaran el término de trombofilia hereditaria
en 1956(61), se han hecho grandes esfuerzos por identificar y caracterizar mejor las
variantes genéticas y su impacto funcional en la ETEV. Asi, tan solo una década
después, Egeberg(62) identificé el primer defecto genético asociado con el riesgo
clinico de trombosis venosa al descubrir una familia noruega en la que varios de
sus miembros presentaban niveles bajos de AT y eventos trombdticos. Pocos afios
después, en 1969, el locus ABO del grupo sanguineo se menciond por primera vez
como un gen de susceptibilidad para el desarrollo de TVP(63), aunque su impacto
en el riesgo de trombosis no se conocié hasta 40 afios después. Ya en los afios 8o,
las deficiencias de PC(64) y PS(65), dos anticoagulantes naturales, también fueron
identificadas como responsables de ETEV sin embargo, las variaciones que causan
estas deficiencias son poco frecuentes y se relacionan tinicamente con un pequefno
porcentaje de todas las trombosis venosas. La pérdida de funciéon de estos
anticoagulantes naturales es consecuencia de mutaciones en sus genes
estructurales SERPINCi, PROC y PROS:1 para AT, deficiencias de PC y PS,
respectivamente. Los defectos plasmaticos de estas proteinas alteran las dos vias
principales que regulan la cascada de la coagulacion: la inhibicion de serina

proteasas por la AT y los cofactores no enzimaticos, VIII activado (VIIIa) y V
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activado (Va), por la PC activada (PCa) y su cofactor la PS. Se estima que los
portadores heterocigotos de estas mutaciones presentan un incremento del riesgo
de TVP de hasta 10 veces(66). Sin embargo, este dato podria estar sobreestimado
dado que la mayoria de estudios se realizaron en familias donde la expresion
fenotipica podria ser mayor que la observada en casos aislados, probablemente por
otras mutaciones génicas no conocidas.

En la década de los 9o, el enfoque paséd de los estudios familiares a los
estudios de asociacion basados en la poblacidn, es decir, estudios de tipo caso-
control en los cuales se establece el peso relativo de un determinado factor
genético con respecto a otros en el riesgo de desarrollar una enfermedad. Los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), debido a su frecuencia, simplicidad,
estabilidad y distribucion en el genoma, fueron elegidos como marcadores
genéticos y su busqueda se centréo en genes candidatos, es decir, genes
biolégicamente relacionados con la enfermedad, en nuestro caso el sistema
hemostatico. Se consideraba que existia asociacién entre un SNP y la trombosis
venosa cuando la distribucién de las frecuencias alélicas era significativamente
diferente entre casos y controles.

Los estudios de asociacion en la ETEV, sin embargo, solo encontraron un
numero relativamente bajo de polimorfismos claramente relacionados, en
comparacion con el nimero de genes candidatos estudiados. La primera variante
en describirse, en 1994, fue el FVL (rs6025)(67) y a los dos afios, la mutacién de la
protrombina G20210A (rs1799963)(68), que aunque comportaban un riesgo algo
menor que las mutaciones anteriormente descritas, eran mucho mds prevalentes
en la poblacion general. El FVL aumenta 3 veces el riesgo de desarrollar un evento
trombdtico venoso en portadores heterocigdticos, determinando resistencia a la
PCa(69). La disprotrombinemia o mutacion de la protrombina G20210A, confiere
un riesgo de 2,5 a través de un aumento de la concentracién plasmatica de
protrombina(68).

Tuvo que pasar casi una década hasta que se describié un nuevo factor de
riesgo genético para ETEV utilizando como gen candidato el gen PROCR, que
codifica el receptor endotelial de la proteina C (EPCR), uno de los reguladores mas

importantes de la activacion de la PC(70). Asi, en 2004 se describe la asociacion del
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SNP rs867186 del gen PROCR con el riesgo de trombosis venosa y la variabilidad
plasmatica de la EPCR en plasma(71). Posteriormente, se estimé que produce un
aumento de riesgo de 1,22(72). Finalmente, en 2005, se describio el ultimo
polimorfismo con una asociacidon robusta con el riesgo de padecer ETEV, el
rs2066865 del gen candidato fibrinégeno gamma (FGG)(73) que actda en la cascada
fibrinolitica y genera un aumento de 1,3 veces de riesgo de ETEV.

Posteriormente se llevaron a cabo numerosos estudios de asociacion
incluyendo genes del factor XIII (FXIII), factor IX, factor XI, fibrindgeno e incluso
genes que codifican proteinas menos conocidas pero que también forman parte de
la cascada de la coagulacion pero los resultados no fueron tan consistentes como
los descritos para los genes de susceptibilidad mencionados anteriormente:
SERPINC1, PROC, PROS:, F5, F2, ABO y FGG.

Sin embargo, la presencia de estos factores de riesgo genético, no parecia
predecir el riesgo de ETEV ni de recurrencia(74), ademds, se sabia que los
antecedentes familiares seguian siendo un factor de riesgo significativo, a pesar de
la ausencia de estas variantes genéticas, lo que sugeria la presencia de factores de
riesgo genético adicionales no identificados(75,76). Estos factores podrian
contribuir a la heterogeneidad de la enfermedad y a la diferente penetrancia de las
variantes genéticas conocidas. = Ademas, los estudios caso control de SNPs en
genes candidatos tenian sus limitaciones, como por ejemplo la necesidad de
identificar previamente los genes a estudiar, el hecho de que solo permitian
identificar mutaciones ligadas a un gen concreto y que frecuentemente ofrecian
resultados dificiles de replicar posteriormente.

A principios de la década de los 2000 la investigacion en genética humana
se revolucioné por completo. Inicialmente apareci6 el proyecto Genoma
Humano(77) que catalog6 los SNPs comunes [frecuencia del alelo menor (FAM) >
0,05] del genoma y posteriormente el proyecto HapMap(78) que completo esta
informacion y aporté datos acerca del desequilibrio de ligamiento o “linkage
disequilibrium” (LD) de estos SNPs, desarrollando un mapa de haplotipos del
genoma humano.

Concomitantemente, se desarrollaron tecnologias de genotipado basadas

en arrays, que permitian la caracterizacion simultdnea de un gran niimero de SNPs
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de manera coste-efectiva, las plataformas de alto rendimiento o “high-
throughput”(79,80). Gracias a estos avances, la investigacion genética entré en la
era de los estudios de asociacion a nivel de todo el genoma o estudios GWAS
(“Genome-Wide Association Studies”)(Figura 7) que representaron una
herramienta muy valiosa para la identificacidon de alelos de bajo-moderado riesgo
de enfermedades comunes como la ETEV. Estos estudios, a diferencia de los
estudios de gen candidato, presentan la ventaja de que no requieren una hipétesis
previa de asociacion entre un gen y una enfermedad ya que las hipétesis se generan

a partir de los resultados, evitando asi sesgos de seleccion(81,82).

Figura 7. Estrategia GWAS (Genome-Wide Association Studies).
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Adaptado de Ruiz Ponte y colaboradores(83).

Se estudia la distribucion de los genotipos comparandolos en una poblacion de individuos sanos y
otra de afectados por la enfermedad.

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido. Chr: cromosoma.

En la ETEV, el primer GWAS realizado fue el trabajo de Bezemer y

colaboradores en 2008(84). Se analiz6 la asociacion de 19682 polimorfismos (FAM

16



Introduccion

> 5%) con el riesgo de trombosis venosa, en aproximadamente 3000 casos y 5000
controles mediante una estrategia de varias etapas realizada en los estudios LETS
(“Leiden Thrombophilia Study”(85)) y MEGA (“Multiple Environmental and
Genetic Assessment of risk factors for venous thrombosis”(86)). Se identificaron
dos nuevos locus de susceptibilidad en los genes GP6'y CYP4 V2. El gen GP6 codifica
la glicoproteina (GP) VI, que favorece la agregacion plaquetaria, y su polimorfismo
rs1613662 (Pro2i1gSer) se asocié con un incremento de riesgo de ETEV de 1,15. El gen
CYP4V2 se localiza en una region que contiene genes que codifican proteinas
implicadas en la coagulacion, KLKB2 y FXI. Posteriormente a su identificacién se
observo que parece existir un LD entre el gen CYP4V2 y el gen que codifica el FXI
de coagulacién por lo que el aumento de riesgo de trombosis venosa que conlleva
podria ser a través de la modulacion de los niveles plasmaticos de este factor(87)
bajo la interaccion con el Fi1. De hecho, recientemente se ha visto, que la asociacion
en el locus Fi1 con la ETEV es ain mas compleja de lo que inicialmente se
pensaba(88).

Se realiz6 un segundo estudio de asociacién a gran escala(89) en el que pese
a que, inicialmente no se detectaron nuevos locus relacionados con ETEV, si se
identifico el locus HIVEP1 al replicar el estudio con los genes que habian obtenido
los resultados mas prometedores en el GWAS inicial, en otras 3 cohortes diferentes.
Este gen, codifica una proteina que participa en la regulacion transcripcional de
los genes diana inflamatorios. El alelo rs169713 se asocio con un riesgo de trombosis
venosa de 1,20(90) pero en estudios posteriores no se han corroborado estos
resultados. Se sugiere que el hallazgo inicial se debia a un desequilibrio de
ligamiento con otros SNPs del mismo gen lo que induce a pensar que los SNPs
funcionales atiin no han sido identificados(91).

Tras estos primeros estudios, surgieron varios GWAS mas, derivados del
conjunto de datos de HapMap2 que contenia 2.5557.252 SNPs autosomicos(92). En
esta etapa no se encontrd ningun locus nuevo asociado, de manera significativa,
con el riesgo trombdtico venoso, sin embargo, si se corroboraron los resultados
obtenidos para los alelos de los genes F5, F2, Fi1, FGG, GP6 y PROCR comentados

anteriormente(91,93) y, ademds, se revis6 y resalté el papel del locus ABO
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describiéndose un aumento de 1,5 veces de riesgo para los grupos sanguineos A1y
B(94).

Un nuevo avance, fue la aplicacion de la estrategia GWAS a los fenotipos
intermedios cuantitativos que son fenotipos de biomarcadores relacionados con la
ETEV que se manifiestan antes que el propio evento. Asi, la idea fue aplicar los
principios de los estudios GWAS para identificar locus que se asociaran con los
niveles plasmaticos de proteinas procoagulantes, bajo la hipdtesis de que los
polimorfismos asociados con niveles aumentados/disminuidos del factor de riesgo
cuantitativo deberian estar asociados con el riesgo de enfermedad.

Los resultados mds importantes se obtuvieron al estudiar los niveles
plasmaticos del FVW en un proyecto de GWAS llevado a cabo en unos 23000
participantes en nombre del consorcio CHARGE(9s5). Se identificaron 2 locus que
regulan los niveles plasmaticos del FVW, conocido factor de riesgo para la
trombosis tanto venosa como arterial, VWF y STXBP5. VWF es el gen estructural
del FVW vy el polimorfismo rs1063586 (Thr 789Ala) se asoci6 tanto con niveles
elevados del factor como con el riesgo de enfermedad con una “odds ratio” (OR)
de 1,20(96). Dado que el FVW tiene un papel clave en la cascada de la coagulacion,
su asociacién con la ETEV no fue sorprendente, sin embargo, si lo fue la que se
observo con STXBP5 que codifica la proteina de union sintaxina 5. El polimorfismo
rs1039084 (Asn436Ser) de este gen, disminuia los niveles plasmaticos del FVW
asociandose con una OR para ETEV de 0,90(96). También se obtuvieron resultados
prometedores para los SNPs rs1884841 del gen TC2Ny rs1593812 del gen STAB2 pero
solo alcanzaron significacion estadistica en algunas de las poblaciones en las que
se testaron y en estudios posteriores no se ha objetivado esta asociacion.

Otro hallazgo importante de la aplicacién de los estudios GWAS en los
fenotipos intermedios, fue la identificacion del gen KNG1 como nuevo locus de
susceptibilidad de enfermedad. Este gen, codifica el quimindgeno de alto peso
molecular (HK) que es un importante elemento en la fisiopatologia de la ETEV al
posicionar la precalicreina y el FXI cerca del FXII(97). El polimorfismo rs710446
(Ile581Thr) del gen KNGi se asocié con un aumento de riesgo de enfermedad (OR
1,15) a través de una disminucion del tiempo de tromboplastina parcial activada

(TTPa)(98).
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Otros fenotipos intermedios como el fibrindgeno(99), dimero D (DD)(100),
PS(101), PC(102), AT(101) y el inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-
1)(103) también han sido estudiados con GWAS, sin embargo, para ninguno de los
SNP identificados se confirmé posteriormente la asociacion con el riesgo de ETV.

En la figura 8 se muestra la perspectiva histdrica de las variantes genéticas

de la ETEV descritas previamente.

Figura 8. Perspectiva historica de los factores de riesgo genéticos de la ETEV.
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Adaptado de Morange y colaboradores(104).

Pese a que el enfoque GWAS ha abordado con éxito la base genética de
muchas enfermedades complejas identificando nuevos locus de susceptibilidad, en
la ETEV, la mayor parte de los alelos de riesgo identificados explican solo un
porcentaje pequerio de la heredabilidad de la enfermedad. La ETEV probablemente
tenga un modelo de herencia poligénico, es decir, la susceptibilidad se debe a un
gran numero de efectos acumulativos, la mayoria débiles, derivados de variantes
genéticas que abarcan todo el espectro de frecuencias de los alelos. Sin embargo,

las variantes halladas con los estudios GWAS presentaban en general unos riesgo
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asociados moderados (OR = 1-1.35), eran muy comunes (FAM > 5%) y algunas eran
unicamente marcadores con LD con otras variables funcionales no identificadas.

Por todo esto, se hizo evidente la necesidad de realizar una secuenciacion
masiva de los locus encontrados por GWAS para tratar de identificar las variantes
causales asi como realizar estudios en los que se analizaran mdas muestras con
mayor densidad de polimorfismos y explorar otras formas de variabilidad genética
diferentes a los SNPs.

En la primera década de los afios 2000, empezaron a aparecer nuevas
metodologias de secuenciacién de ADN, las técnicas de secuenciacién de nueva
generacion o “next-generation sequencing” (NGS) que permitieron la
caracterizacion de regiones mucho mas amplia del genoma en menos tiempo y con
menos coste. De esta manera, estas técnicas, permitieron la caracterizacion de
locus de susceptibilidad identificados en el GWAS y la resecuenciacion de genomas
completos.

Gracias a la aparicion de las estrategias NGS se pudo completar el
etiquetado de SNPs comunes que no se habia podido lograr con el HapMap2 asi
como investigar aquellas variantes génicas con FAM menor pero mayor efecto
genético. En este sentido destacan proyectos internacionales como el Proyecto de
los 1000 genomas (http://1000genomes.org) que ha secuenciado el genoma de mas
de 2000 individuos de 26 poblaciones humanas diferentes de todo el mundo. Se
han descrito aproximadamente 85 millones de variantes, ampliando en un 40% el
numero de variantes conocidas del genoma humano, lo que ha permitido
investigar SNPs con frecuencia del alelo menor entre 1y 5%(105).

La ETEV fue una de las primeras enfermedades que se beneficiaron de la
utilizacion de la base de datos de los 1000 genomas a través del Consorcio de la Red
Internacional de Trombosis VENosa (INVENT) que en 2015 realizd un
metaanalisis(106) de los 12 GWAS existentes hasta entonces, con un total de 7505
casos de trombosis venosa y 52632 controles. Se estudiaron mas de 6 millones de
polimorfismos y si bien no se descubrio ningtin alelo asociado de baja frecuencia
si se obtuvieron hallazgos nuevos, en genes conocidos y también desconocidos, de
alelos mas comunes. Se describieron locus en 6 genes previamente asociados con

el riesgo de ETEV: rs529565 en ABO, rsi799963 en F2, rs6025 y rs4524 en F5,
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rs4253417 en F11, rs2066865 en FGG, rs6087685 en PROC; y dos nuevos locus en los
genes TSPANi5 (rsy8707713) 'y SCL44A2 (rs2288904). Los dos ultimos
polimorfismos abren nuevas perspectivas en la fisiopatologia de la ETEV puesto
que no pertenecen a las vias convencionales de la trombosis ni se habian asociado
a otras enfermedades cardiovasculares previamente(106,107).

De la misma manera que se estudiaron los fenotipos intermedios
cuantitativos basandose en el HapMapz, se hizo con los 1000 genomas, sin
embargo solo se publicé un estudio(108) en el que se relacionaba el polimorfismo
rs150611042 del gen ORMi con la generacion de trombina, sin embargo, no se
demostrd ninguna asociacion de esta variante genética per se con la enfermedad.

En conclusion, hasta el momento, se ha demostrado que 12 genes
proporcionan alelos de susceptibilidad comunes y de baja frecuencia para ETEV:
ABQO, Fu, F2, F5, FGG, GP6, KNG1, PROCR, SLC44A2, STXBPs5, TSPAN15y FVW. Si
afiadimos aquellos que son portadores de mutaciones extremadamente raras
(PROC, PROS1 y SERPINC1) el numero total de genes que se asocian de manera
solida a la ETEV aumenta a 15 (Figura 9).
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Figura 9. Genes con alelos de susceptibilidad en la ETEV.
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Adaptado de Yu Zhang y colaboradores(109).

*Descrito en estudios familiares pero no confirmado en estudios posteriores.

**Genes con alelos de susceptibilidad en ETEV que no pertenecen a la via metabolica de la
coagulacion.

FGG: gen de la cadena gamma del fibrindgeno. SERPINCt: gen serpin familia C miembro 1. F2: gen
del factor II de la coagulacion. Fir: gen del factor XI de la coagulacion. ABO: gen del grupo sanguineo
ABO (transferase A, alpha 1-3-N-acetylgalactosaminyltransferase; transferase B, alpha 1-3-
galactosyltransferase). VW: gen del factor de von Willebrand de la coagulacion. STXBP5: gen de la
sintaxina 5. KNG1: gen del quinindgeno 1. GP6: gen de la glicoproteina VI plaquetar. PROC: gen de
la proteina C. PROSt: gen de la proteina S. F5: gen del factor V de la coagulacion. PROCR: gen del
receptor endotelial de la proteina C. SERPINE: gen serpin familia E miembro 1. SLC44A2: gen de la
proteina 2 similar al transportador de colina. TSPANi5: gen de la tetraspanina 15. Ila: factor II
activado. Va: factor V activado. VIlla: factor VIII activado. Xa: factor X activado. PC: proteina C.
APC: proteina C activada. PS: proteina S.

Cabe destacar que hasta la fecha, pese a que se han iniciado algunas
iniciativas internacionales basadas en las estrategias GWAS para identificar nuevos
polimorfismos asociados especificamente a la recurrencia, no disponemos de

resultados, por lo que los estudios en recurrencia se realizan utilizando las

variantes genéticas descritas para primer episodio.
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II. VARIANTES GENETICAS
A continuacion se describen con mas detalle las variantes genéticas con

resultados de asociacion a la ETEV mas consistentes.

* GEN SERPINC1 (1965)
La AT, junto con la PC y la PS, es uno de los 3 inhibidores naturales de la

coagulacién y se conocen muchas variantes de pérdida de funcién de los genes que

las codifican (SERPINC1, PROC y PROS1).

El déficit de antitrombina III fue el primer factor de riesgo genético para la
ETEV descrito al identificar Egeberg(62), en la década de los 60, una familia con
varios familiares afectos de trombosis venosa y concentraciones plasmaticas bajas
de AT.

AT pertenece a la familia de las serpinas y regula la coagulacion al inhibir
las serina proteasas procoagulantes como la trombina, el factor X activado (Xa) y
el XI activado (XIa)(110). Su deficiencia se debe a mutaciones privadas(110)
(presentes en < 0,001 de la poblacién) y puntuales (afectan a un solo nucleétido o
unos pocos) en el gen SERPINC1 localizado en el brazo largo del cromosoma 1
(1g25.1). Hay mas de 250 alteraciones genéticas diferentes notificadas siendo muy

raras las delecciones o inserciones.

Su herencia sigue un patron autosémico dominante(111) y la mayoria de los
casos son heterocigotos ya que la homocigosis es rara y casi siempre letal en el
utero. La deficiencia de AT es rara en la poblacion general encontrandose en el 4%
de familias con trombofilia hereditaria, en el 1% de los pacientes consecutivos con
un primer evento y en el 0.02% de los individuos sanos(54). Se asocia con un riesgo
relativo de ETEV de alrededor de 10(69) y de recurrencia de en torno a 1.8(112).

Su deficiencia se divide en(113):

= Tipo I o cuantitativa: bajas concentraciones plasmaticas. Es la mas frecuente
y se asocia con un elevado riesgo trombotico.

= Tipo II o cualitativa: proteina disfuncional en plasma. Dependiendo de la
ubicacién de la mutacion, se subdivide a su vez en:

a. Defectos del sitio reactivo (ITa): mutaciones que interfieren o anulan
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la capacidad anticoagulante de la molécula. Estas mutaciones
presentan una gran heterogeneidad clinica.

b. Defectos del sitio de unidn a la heparina (ITb): generalmente son las
que menor riesgo trombotico confieren.

c. Defectos pleiotropicos (Ilc): se afecta tanto la afinidad por la
heparina como el mecanismo inhibitorio. Son las mas graves desde
el punto de vista clinico.

Pero ademas de estas mutaciones puntuales y privadas, recientemente se ha
descubierto un polimorfismo en el gen SERPINCi que también modula la
susceptibilidad a la ETEV. En el metaanalisis de consorcio INVENT(106) se vio que
el rs2227624, una variacion no sinénima de Val3oGlu (también llamada mutacion
antitrombina de Dublin(114)) se asociaba con un riesgo de ETEV proximo a 2.
Previamente también se habia propuesto el rs2227589(84) pero su asociacién no se

confirmo en estudios posteriores.

* GEN PROC (1981)

El segundo sistema anticoagulante mas importante del organismo es el de
la proteina C y su déficit fue descrito por primera vez por Griffin(64) en la década
de los 8o, al identificar una familia con niveles plasmaticos bajos y episodios
tromboticos recurrentes.

La PC es una glicoproteina plasmatica dependiente de la vitamina K que
circula en plasma como cimindgeno inactivo. Es activada en la superficie endotelial
por trombina en presencia de trombomodulina y es entonces, cuando unida al
cofactor PS, inactiva al factor Va y Vllla limitando la cascada de la coagulacién y
por lo tanto la formacién del trombo(115).

Se han descrito mas de 270 mutaciones diferentes(116) en el gen que codifica
la PC, PROC, localizado en el brazo largo del cromososma 2 (2qi4.3). Su herencia
es autosémica dominante y la deficiencia homocigoética, que es extremadamente
infrecuente, causa purpura fulminante en el neonato. La heterocigosidad se
encuentra en el 6% de las familias con trombofilia hereditaria, en el 3% de los

pacientes con un primer evento y en el 0.3% de los individuos sanos(54).
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Los niveles bajos de PC circulante se asocian con un mayor riesgo de
ETEV(117) que se estima de alrededor de 8 veces superior(69) y el de presentar
recidiva trombotica de 1.3-1.8 veces(112).

Al igual que la AT, la deficiencia de PC se clasifica tipo I (defecto funcional
y antigénico) que es el mas frecuente y tipo Il (actividad antigénica normal y

funcional reducida).

*» GEN PROS1 (1984)

Los primeros pacientes con trombosis venosa y deficiencia de PS fueron
descritos por Comp y colaboradores también en la década de los 80(118).

La PS es un cofactor no enzimatico de la PCa, dependiente de la vitamina K,
que participa en la inactivacidon de los factores Va y VIila. Aproximadamente, el
60% de la PS forma en plasma un complejo inactivo con una proteina del
complemento (C4b-BP), mientras que el restante 40% circula libre y es solo esta
fraccion la que tiene actividad de cofactor PCa. Para su diagndstico se suele
determinar la fraccion libre por lo que hay que tener en cuenta que esta fraccion
puede sufrir deficiencias adquiridas en situaciones tales como el embarazo, los
anticonceptivos orales, AAFL, enfermedad hepatica, coagulaciéon intravascular
diseminada o dicumarinicos.

Se han descrito mas de 230 mutaciones en el gen PROS;1, localizado en el
brazo largo del cromosoma 3 (3qi1.2). Su patron hereditario suele ser autosémico
dominante y la deficiencia es normalmente heterocigota siendo extremadamente
infrecuente la homocigosis, que al igual que la PC causa purpura fulminante en
neonatos. Su prevalencia en la poblacion general se estima entre el 0.03-0.13% y en
los pacientes con ETEV del 1-3%(119).

El riesgo relativo asociado con la deficiencia heterocigética de la PS es de
aproximadamente 8(120) y el de recurrencia de 1.3-1.8(112).

Su deficiencia se clasifica en tipo I (disminucién de la PS total y libre con
descenso de la actividad funcional), tipo II (PS total y libre en rango normal con
funcién disminuida) y tipo IIT (PS total en rango normal con concentracion y

funcion baja de la PS libre).
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Curiosamente, al igual que con la AT, recientemente se ha descubierto que
el gen PROS1 posee polimorfismos poco comunes que también influyen en el riesgo
de ETEV. Concretamente el rsi21918472 (Ser;501Pro), también conocido como la
mutacién de PS Heerlen, fue descubierto en un metaandlisis francés con una
frecuencia de <1% en la poblacion general y asociado con un riesgo de
aproximadamente 6 veces mayor de ETEV(i21). El polimorfismo rsi21918474
(Lis196Glu), especifica de la poblacion japonesa, también ha sido asociada con un

mayor riesgo de trombosis venosa (OR~5)(122).

" GENF5(1993)

Las variantes genéticas descritas hasta ahora, corresponden a pérdida de
funcién de los genes anticoagulantes que codifican los tres inhibidores naturales
de la coagulacion. Sin embargo, la ganancia de funcion en los genes procoagulantes
también influye en el riesgo de ETEV aunque con un impacto menor como veremos
a continuacion.

La variante de ganancia de funcion asociada a la ETEV mas conocida es la
mutacion del factor V de Leiden (rs6025) descrita por Bertina y colaboradores en la
década de los 90(67). Esta mutacion, localizada en el gen F5 en el brazo largo del
cromosoma 1 (1g24.2), conduce a una resistencia a la PCa o lo que es lo mismo, a
un FVa mads resistente a la inactivacion por la PC(67). El FVa favorece la trombosis
promoviendo la conversién de la protrombina en trombina asi como la
degradacion del FVIIla(123).

El polimorfismo rs6025 consiste en una sustitucion de arginina por
glutamina en el aminoacido 506 (Arg506Glin) de la proteina factor V (FV) de la
coagulacion. El alelo ARg506, con una frecuencia de aproximadamente el 5 % en
poblacion general caucasica y hasta un 20% en pacientes con trombosis venosa, se
asocia con un mayor riesgo de aproximadamente 3 en portadores
heterocigotos(69) y de 15-20 veces para portadores homocigotos(i124). El riesgo de
recurrencia es mas controvertido aunque se estima en 1.4(23).

Posteriormente al hallazgo del FVL, Smith y colaboradores(125) realizaron
un analisis en profundidad del gen Fs5 e identificaron la variante rs4524, una

substitucion de lisina por arginina en el aminoacido 858 (Lys858Arg), como una
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nueva mutacion asociada a la ETEV. El alelo de riesgo de esta variante, que no esta
en LD con la mutacién del FVL, tiene una frecuencia de aproximadamente 75% y

se asocia con un aumento de la OR para ETEV de 1.20(106,126).

* GEN Fz (1996)

En 1996, Poort y colaboradores(68) descubrieron otra mutacion de ganancia
de funcioén, el polimorfismo G20210A (rs1799963) del gen F2 localizado en el brazo
corto del cromosoma 11 (11p1.2). Este gen, el gen de la protrombina, era otro
candidato claro para el estudio de asociacion con ETEV al ser un elemento clave
en la cascada de la coagulacién. La protrombina tiene actividades procoagulantes
y antifibrinoliticas tras su activacion por el complejo protrombinasa en trombina.
Esta ultima, activa los factores XIII, XI y VIII, V, PC y el inhibidor de la fibrindlisis
activable por trombina, ademas de escindir el fibrinégeno para formar fibrina.

La mutacidon consiste en una substitucion del nucledtido guanina por
adenosina en la posicion 20210 en la region 3'-no codificante del gen F2. El alelo de
riesgo rs1799963A aumenta las concentraciones plasmaticas de protrombina(68)
asociandose con un riesgo de ETEV de aproximadamente 2.5 veces mas(69), sin
embargo el riesgo de recurrencia es bajo (1.2 veces)(127).

Esta variante genética se encuentra en 1-3% de la poblacién general,
aproximadamente en el 6% de los pacientes no seleccionados con ETEV y hasta en
un 10% de trombosis familiar(128).

Otro SNP del F2 que se ha asociado con niveles elevados de protrombina y
ETEV es el rs3136516(129). El alelo de riesgo rs3136516A mostré una frecuencia de
40% y una OR de 1.12 en el estudio INVENT(106), después de ajustar por el efecto
del polimorfismo rs1799963 con el cual no se encuentra en desequilibrio de
ligamiento(108).

Pero ademads de estos polimorfismos, varios estudios han expuesto que el
gen F2 también podria tener mutaciones privadas causantes de resistencia a la
antitrombina y por tanto mayor riesgo de ETEV. En concreto se conocen la
mutacion de Yukuashi R596L detectada en una familia japonesa(130), la mutacion
de Belgrado R596Q identificada en familias serbias(131) y la mutaciéon Padua 2

R596W detectada en familias italianas(132).
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* ABO LOCUS (1969)

Jick y colaboradores(63) fueron los primeros en comunicar que el grupo
sanguineo no O se asociaba con mayor riesgo de ETEV, aunque no fue hasta tiempo
después cuando se comprendid esta asociacion(89,94,107).

El gen del grupo sanguineo ABO esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 9 (9q34.2) y es uno de los principales determinantes de los niveles
plasmaticos del FVIII y el FVW. El aumento de los niveles de estos factores estd
asociado con un mayor riesgo de ETEV(133,134). Asi, las personas con grupo
sanguineo tipo O y Az tienen aproximadamente un 25% menos de niveles
plasmaticos de FVIIl y FVW(135) y por tanto menor riesgo de ETEV. Estos dos
ultimos grupos pueden ser representados genéticamente por los rs8176719 y
rs8176704 y sus alelos menores se han encontrado, de manera constante, con
menor frecuencia en pacientes con trombosis venosa en varios GWAS
realizados(89,91,107). En estos estudios, se calculé que los grupos sanguineos B
(rs8176749) y A1 (rs579459), con una frecuencia de alrededor del 30% en poblacion
general, tenian un riesgo relativo de alrededor de 1.5 para ETEV frente a los grupos
sanguineos O y A2.

Sin embargo, posteriormente, se vio que el vinculo entre el locus ABO y el
riesgo de ETEV, era mas complejo de los que se penso inicialmente. Pese a que el
grupo sanguineo modifica los niveles de FVIIl y FVW en plasma afectando a su
glicosilacion, proteolisis y aclaramiento(136,137), diversos estudios han
demostrado que el gen del grupo sanguineo ABO sigue estando asociado, de
manera significativa, con la trombosis venosa tras ajustar por los niveles de estos
factores de la coagulacion(135,138). Se han postulado diversas teorias para explicar
este fendmeno, asi aunque los antigenos ABO tradicionalmente siempre se han
asociado con los globulos rojos, hoy en dia sabemos que también se expresan en
otros tejidos como el endotelio vascular y en otras células como los plaquetas(136).
Ademads también se ha relacionado el locus ABO con los niveles plasmaticos de
otras moléculas de adhesién como la P-Selectina y la E-selectina(139) que son
fenotipos intermedios de riesgo cardiovascular. Por ultimo, cabe destacar que el
locus ABO también se ha asociado en varios GWAS en enfermedades relacionados

con la ETEV tales como la cardiopatia isquémica(140) y el cancer(i41).
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= GEN PROCR (2004/2012)

El receptor endotelial de la PC es un importante regulador de la activacion
de la PC(70) por lo que el gen que lo codifica fue un buen candidato para analizar
desde el punto de vista genético. En 2004, Saposnik y colaboradores(71) fueron los
primeros que informaron de la asociacion del SNP rs867186 (Ser219Gly) con el
aumento de los niveles plasmaticos del receptor, lo cual se sabia que estaba
asociado con un mayor riesgo de ETEV(71,142). Sin embargo, la asociaciéon directa
de esta variante con el riesgo de trombosis venosa no se establecié hasta unos afios
después donde se vio que el aumento de riesgo de ETEV asociado con el alelo
rs867186G (Glyz219) fue de 1.22 y su frecuencia en raza caucasica de alrededor del
8%(72).

PROCR, localizado en el brazo largo del cromosoma 20 (20qu1.22), codifica
el receptor endotelial de la proteina C que es una proteina transmembrana de tipo
I expresada en el endotelio de los grandes vasos y que se une con alta afinidad a la
PC. El EPCR mejora la tasa de activacion de la PC al aumentar su afinidad, que se
multiplica aproximadamente por 20(70), por el complejo trombina-
trombomodulina.

Rs867186 produce una substitucion de serina a glicina en el aminoacido 219
en el dominio de membrana de EPCR. Se sabe que esta variante explica el 75% de
la variabilidad de los niveles solubles de EPCR en plasma(143-145). Pero ademas de
su efecto sobre la activacion de la PC, el EPCR también limita la formacion de
trombos mediante su union a FVII/FVIla impidiendo la activacion posterior del
factor X (146,147) por lo que el rs867186 también se asocié con los niveles
plasmaticos del FVII y tiempo de protrombina que refleja la activacion de las vias

extrinseca y comun de la coagulacion(148).

*» GEN FGG (2005)
El fibrindgeno es un elemento clave del sistema hemostatico. Participa tanto
en la respuesta primaria como en la secundaria dando lugar a la formacion del

coagulo de fibrina bajo la accion catalitica de la trombina(149).
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Su molécula consta de 3 cadenas o polipéptidos (a, B y y) codificados cada
uno por genes separados, fibrindgeno alfa (FGA), fibrinogeno beta (FGB) y FGG
que se agrupan en una region del brazo largo del cromosoma 4 (4932.1)(150).

En 2005 se descubrio que el alelo T del polimorfismo rs2066865, ubicado en
la region 3'-no traducida del gen FGG, aumentaba 1.3 veces el riesgo de ETEV a
través de la disminucién de los niveles plasmaticos del fibrinogeno gamma(73).
Este alelo presenta una frecuencia aproximada en poblacion general del 25%.

Cabe destacar, que existe una fuerte interaccion entre el rs2066865 y el
polimorfismo rs6o50 del FGA en la asociacion con trombosis venosa. Parece ser,
que la asociacion del primero con ETEV desaparece por completo cuando se ajusta
por el efecto del segundo(151,152).

Posteriormente, en el estudio INVENT (106) se observo otro polimorfismo,
el rs2227421, también situado en la regidon 3'-no traducida del gen FGG, con una
asociacion sélida con ETEV que ademds era independiente del efecto del
rs2066865. Se desconoce si el mecanismo por el cual este SNP afecta al riesgo de
ETEV es también a través de la variacion de los niveles plasmaticos del fibrindgeno

gamma o por otra via diferente.

* GEN Fi1 (2008)

Este gen codifica al factor XI de la coagulacion que, tras la activacion por
FXII activado (FXIIa), activa al FIX. Ya desde principios de los 2000 se conocia que
los niveles elevados de este factor, el FXI, se asociaban con ETEV(153) y mas tarde,
en un estudio de genes candidatos, se informo que varios SNP en este locus podrian
estar asociados con el riesgo de ETV(125) lo que se confirm6é en un GWAS
posterior(84).

Sin embargo, pese a ser un gen con funcién bien caracterizada, sus
variaciones causales ain no estan identificadas claramente.

En un GWAS reciente(88) se pone de manifiesto la complejidad de
asociacion de este locus con la ETEV. Se notifico la existencia de dos
polimorfismos, rs4253417 y rs425321, que contribuyen a influir de manera aditiva en
los niveles de FXI 'y ademas estan en fuerte LD con otros polimorfismos del gen Fi,

como los rs2289252 y rs2036914. Estos dos altimos ya habian aparecido en otros

30



Introduccion

estudios asociados con un riesgo aproximado de 1.35 y una frecuencia del alelo
menor de 40%(91,106,154).

Todo lo expuesto, pone de manifiesto que a pesar de que atn no se han
identificado las verdaderas variantes funcionales en el locus Fi1, existe bastante
evidencia de que este locus influye en el riesgo de ETEV y por tanto son necesarios
mas estudios para identificar y caracterizar mejor las variantes genéticas

responsables.

* GEN GP6 (2008)

En el primer GWAS realizado en la ETEV, Bezemer y colaboradores(84),
notificaron la asociacion del locus GP6 con la ETEV, siendo el primer locus
asociado con esta enfermedad que se encontraba fuera de la cascada de la
coagulacion.

GP6, que se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 19
(19913.42), codifica la glicoproteina receptora VI que interviene en la sefializacion
inducida por colageno. El polimorfismo rs1613662, que consiste en una sustitucion
de serina a prolina en el aminodcido 219, se asocié con un 15% mas de riesgo de
ETEV, en concreto los portadores del alelo A. La frecuencia estimada del alelo
menor fue de alrededor del 80%(92).

Se piensa que el mecanismo responsable de esta asociacion es una
disminucion de la activacidon plaquetaria inducida por el colageno(i55), en linea
con la idea de que las plaquetas desempefian un importante papel en la ETEV

siendo catalizadoras de la generacion de trombina y por tanto de fibrina(156).

= GEN FVW (20m)

El FVW, secretado por las células endoteliales, tiene un papel importante
en la coagulacion, participando tanto en la agregacion plaquetaria como en la
regulacion de los niveles del FVIII(157).

Puesto que se conocia que sus niveles plasmaticos elevados se asociaban con
mayor riesgo de ETEV(158) se enfatizé en el estudio de las posibles variantes
genéticas que regularan estos niveles. En este sentido, la aplicacion de GWAS al

estudio de este fenotipo intermedio cuantitativo a través del consorcio

31



Tesis doctoral

CHARGE(95), reveld 8 locus asociados con los niveles de FVW. 3 de ellos son
también actualmente locus de susceptibilidad bien establecidos para la ETEV
ademads de contribuir a la variabilidad plasmatica de los niveles de FVIII, FVW,
ABO y STXBPs.

En el gen FVW, localizado en el brazo corto del cromosoma 12 (12p13.31), se
encuentra el polimorfismo rs1063856 que resulta en una substitucion de treonina
a alanina en el aminoacido 789 de ex6n 18 y se asocia tanto con los niveles de FVW
como con el riesgo de trombosis venosa. El alelo menor rs1063856C, con una
frecuencia en torno al 40% en la poblacion, se asocia con niveles plasmaticos mas

elevados del factor y una OR de ETEV de 1.20(96).

» GEN STXBPs5 (2011)

El gen STXBP5 es otro de los locus asociado con los niveles del FVW que se
identificé en el GWAS del consorcio CHARGE(95). Este gen, localizado en el brazo
largo del cromosoma 6 (6q24.3), codifica la proteina sintaxina 5 (STXBP5). Las
sintaxinas son una familia de proteinas involucradas en el proceso de la exocitosis
celular, facilitando la fusién de las vesiculas. La STXBPs5 en concreto, si bien facilita
la liberacién de granulos de las plaquetas, inhibe la secrecién de los cuerpos de
Weibel-Palade en las células endoteliales(159,160).

El rs1039084 del gen STXBP5 consiste en una sustitucion de aspargina a
serina en el aminoacido 436 (Asn436Ser) y se asoci6 con una disminucién de los
niveles de FVW y un efecto protector frente a la ETEV. La frecuencia del alelo
menor fue del 45% y la OR de frente a la ETEV de aproximadamente 0.9(96).

Cabe destacar, que este mismo alelo, protector frente a la trombosis venosa,
también se ha visto asociado con un fenotipo de sangrado aumentado en mujeres

con enfermedad de von Willebrand tipo 1(161).

= GEN KNGi (20m)
Otro hallazgo importante de la aplicacién de los estudios GWAS en los
fenotipos intermedios, fue la identificacion del gen KNG1 como nuevo locus de
susceptibilidad de ETEV(162). KNGi, localizado en el brazo corto del cromosoma 3

(3927.3), codifica el quininégeno HK que como se ha comentado previamente,
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posiciona la precalicreina y el FXI cerca del FXII(96). El polimorfismo rsy10446 es
una substitucion de isoleucina a treonina en el aminodacido 581 (Ile581Thr) y su alelo
menor, con una frecuencia de aproximadamente 40%, se asocia con un mayor
riesgo de ETEV (OR 1.15)(98). El mecanismo biologico de esta asociaciéon es una

disminucion del TTPa producido por esta mutacidon(163).

» GEN SLC44A2 (2015)

Recientemente, en el metaanalisis del consorcio INVENT (106), se descubrio
el SLC44A2, localizado en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.2), como locus
de susceptibilidad para ETEV.

Este gen codifica la proteina 2 similar al transportador de colina (SLC44Az2
o también llamada CTL-2) y posee el polimorfismo rs2288904 que consiste en una
sustitucion de arginina a glutamina en el aminoacido 154 (ARgi54Gln). El alelo
menor de esta variante génica, rs2288904G, se vio que era protector en la ETEV
con una OR de 0.78 y una frecuencia de 24%.

Pese a que la variante de codificacion causal esta identificada, la funcion del
gen aun no estd caracterizada. Se ha propuesto que SLC44A2 podria ser un punto
de union para el FVW para promover la activacion de neutrofilos(164).

SLC44A2 también se ha asociado con otras enfermedades humanas, entre
ellas con la lesion pulmonar aguda relacionada con transfusiones (TRALI) que es
una complicacion grave de las transfusiones de sangre y la principal causa de
mortalidad asociada a la transfusion en los paises desarrollados(165). E1 TRALI se
debe a anticuerpos dirigidos contra el antigeno 3a de los neutrofilos humanos y

parece que esta determinado por la isoforma Argis4.

* GEN TSPAN15 (2015)

TSPAN15 fue la segunda gran aportacion del proyecto INVENT(106) con la
variante intronica rsy8707713. TSPANi5, localizado en el brazo largo del
cromosoma 10 (10q22.1), codifica la tetraspanina 15. Esta proteina es un miembro
de la familia de las tetraspaninas que actiian como proteinas de andamio anclando
multiples proteinas a la membrana celular(166). Pese a que las tetraspaninas tienen

alguna funcion en las células que regulan la hemostasia, el mecanismo
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fisiopatoldgico de la asociacion del rsy8707713 con la trombosis venosa no se
conoce todavia y no hay evidencia sdlida que sugiera que este polimorfismo
pudiera ser funcional. Recientemente se ha especulado con su asociacién con
procesos biologicos que controlan el desarrollo vascular(167) y la angionénesis(168)
asi como con la escision de la proteina precursora amiloide plaquetaria cuya
regulacion podria tener un papel importante en la ETEV(169,170).

Pese a que como hemos visto, se trata de un gen con funcion y variacion
causal todavia por dilucidar, se vio que el alelo menor rs78707713C de esta variante
estaba asociado con una OR protectora para la ETEV de 0.76 y una frecuencia del

10%.

En la tabla 1 se muestra un resumen de los principales rasgos de las

variantes genéticas descritas.
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Tabla 1. Genes y variantes genéticas asociadas con ETEV.

LOCUS SNP LOCALIZACION | ALELOS® | FRECUENCIA® | OR/RR® FENOTIPO NIVEL REF.
GENOMICA ASOCIADO! DE
CERTEZA
B . 3 - *kk
SERPINC: Multiples <0.01 10 Deficiencia
mutaciones de AT
B . _ 3 - *kk
PROC Multiples 0.3 5-10 Deficiencia (64)
mutaciones de PC
B . _ 3 - *kk
PROS: Multiples 0.1 5-10 Deficiencia (8)
mutaciones de PS
Fs rs6025 Arg506GIn G/A 0.05 3.25 Resistencia a xx (67)
rS4524 Lys858Arg A/G 0.75 12 la PC xx (125)
activada
s rs1799963 3'UTR G/A 0.01 2.5 T FI il (68)
rs3136516 Intrénico G/A 0.4 112 * (129)
ABO rs579459" Intrénico T/C 0.22 15 Trvw, T ok (63)
rs8176749" LeusioLeu G/A 0.10 15 FVIII o
*kk
PROCR rs867186 Ser219Gly A/G 0.08 122 T EPCR, T (71)
PC
FGG 152066865 3'UTR C/T 0.25 13 4 Fibr Y (73)
rs227421 3'UTR A/C 0.34 13 Desconocido * (106)
Fur rs2036914 Intronico T 0.40 135 T EXI * (84)
1s2289252 Introénico C/T 0.40 135 T EXI *
GP6 rs1613662 Ser219Pro A/G 0.82 115 1 Activacion * (84)
y agregacion
plaquetaria
*kk
VWF rs1063856 Thr789Ala A/G 0.40 1.20 T FVW (95)
*k
STXBPs rs1039084 Asnyg36Ser A/G 0.45 0.90 T FVW (95)
*kk
KNG1 rs710446 lle581Thr T/C 0.40 115 4 aPTT (98)
1 *k
SLC44A> 152288904 Argi54GlIn G/A 0.24 0.78 Desconocida (106)
A1 1 *
TSPAN15 rs78707713 Intrénico T/C 0.10 0.76 Desconocida (106)

Adaptado de Trégouét y colaboradores(171).

SNP: polimorfismo de nucledtido simple. REF: referencia. AT: antitrombina III. PC: proteina S. PS:
proteina S. FII: factor II de la coagulacién. FVW: factor von Willerbrand. FVIII: factor VIII de la
coagulacién. EPCR: receptor endotelial de la proteina C. Fibr: fibrinogeno. FXI: factor XI de la
coagulacién. aPTT: tiempo de tromboplastina parcial activada. SERPINCi: gen serpin familia C
miembro 1. PROC: gen de la proteina C. PROSr: gen de la proteina S. F5: gen del factor V de la
coagulacion. Fz: gen del factor II de la coagulacion. ABO: gen del grupo sanguineo ABO (transferase
A, alpha 1-3-N-acetylgalactosaminyltransferase; transferase B, alpha 1-3-galactosyltransferase).
PROCR: gen del receptor endotelial de la proteina C. FGG: gen de la cadena gamma del fibrindgeno.
F11: gen del factor XI de la coagulacién. GP6: gen de la glicoproteina VI plaquetar. VW: gen del
factor de von Willerbrand de la coagulacion. STXBPs5: gen de la sintaxina 5. KNGi: gen del
quinindgeno 1. SLC44Az2: gen de la proteina 2 similar al transportador de colina. TSPANi5: gen de
la tetraspanina 15.

No se enumeran mutaciones privadas en genes conocidos de trombosis venosa (por ejemplo, F2,
PROC, PROS1 y SERPINC1).
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*Alelos comunes/menores. Los alelos asociados con un mayor riesgo de trombosis venosa se
muestran subrayados.

PFrecuencia estimada del alelo de riesgo.

‘Odds ratio/Riesgo relativo estimado del alelo de riesgo.

4Fenotipo asociado al alelo de riesgo.

Nivel de certeza: % %% variantes que alcanzan los tres criterios siguientes: evidencia estadistica
definitiva - funcionalidad establecida - fisiopatologia asociada bien caracterizada; % % variantes que
logran dos de los tres criterios anteriores; % variantes que logran solo uno de los tres criterios
anteriores.

"Rs579459 y 158176749 etiquetan los grupos sanguineos ABO A1y B, respectivamente.

1.1.3.2.2. TROMBOFILIA PRIMARIA ADQUIRIDA: ANTICUERPOS

ANTIFOSFOLIPIDOS

Los anticuerpos antifosfolipido de mayor interés clinico son los anticuerpos
anti cardiolipina (ACL), anti betazglicoproteina (AB2GP) y el anticoagulante Itpico
(AL). Son anticuerpos dirigidos contra el complejo formado por fosfolipidos
anionicos y determinadas proteinas y son quiza, la causa principal de trombofilia
primaria adquirida.

Se desconoce la prevalencia real de los AAFL en la poblacion general aunque
se estima que el 10% de los donantes de sangre sanos son positivos para AACLYy, el
1% para el AL(172). En pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) la
prevalencia llega hasta un 20-30%(173) y en pacientes sin enfermedad autoinmune,
la positividad de los AAFL ronda un 6% en mujeres con complicaciones obstétricas,
un 10% en pacientes con trombosis venosa y un 17% en pacientes menores de 50
anos con accidente cerebrovascular(174). Sin embargo, hay que ser cautelosos con
estos datos ya que muchas de estas cifras de prevalencia se derivan de estudios sin
definiciones o criterios estrictos para la positividad de estos anticuerpos.

Del 2 al 5% de los pacientes que son positivos para anticuerpos
antifosfolipido no tienen secuelas clinicas(172,175), ademas los niveles de AAFL
también pueden estar elevados en pacientes con infecciones agudas, enfermedad
crénica o autoinmune, lo que dificulta saber el significado clinico real de una
prueba positiva. Los criterios de Sapporo(176) (Figura 10), que se desarrollaron
inicialmente con fines de investigacion, son los criterios utilizados en la practica
clinica para ayudar a diferenciar entre pacientes con AAFL de aquellos con

sindrome antifosfolipido (SAF).
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Figura 10. Criterios revisados de clasificacion del sindrome antifosfolipido.

Criterios clinicos

e Trombosis vascular: uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o de pequefio
vaso en cualquier érgano o tejido del organismo, confirmado por pruebas de imagen
apropiadas y/o analisis histopatoldgico (debiendo estar presente la trombosis sin
evidencia de inflamacidn de pequefio vaso).

e Morbilidad durante el embarazo:

- Una o mas muertes de un feto morfolégicamente normal de al menos 10 semanas
de gestacion, con morfologia normal del feto documentada mediante ecografia o
examen directo del feto.

- Uno o mas partos prematuros de un neonato morfolégicamente normal antes de
la semana 34 de gestacion debido a: 1) eclampsia o preeclampsia grave, o 2)
caracteristicas reconocibles de insuficiencia placentaria.

- Tres o mas abortos espontdneos consecutivos antes de la semana 10 de gestacion,
habiendo descartado anomalias anatémicas y hormonales de la madre y
anomalias tanto maternas como paternas.

Criterios de laboratorio

Se deben obtener resultados positivos en suero o plasma en dos o mas ocasiones separadas
al menos 12 semanas:
e Anticoagulante ltpico (AL) determinado de acuerdo con las recomendaciones de la

International Society of Thrombosis and Hemostasis.

e Anticuerpos anticardiolipina (aCL) tipo IgG y/o IgM medidos por ELISA a titulos
medios o elevados (>40 GPL o MPL o > percentil 99).

e Anticuerpos anti-B2 glicoproteina | (aB2GPI) tipo IgG y/o IgM medidos por ELISA a
titulos medios o elevados (> percentil 99).

Adaptado de Sociedad Espafiola de Reumatologia(177)

SAF definitivo: presencia de al menos 1 criterio clinico y uno de laboratorio. La prueba de
laboratorio debe ser positiva en dos o0 mas ocasiones separadas 12 semanas.

IgG: inmunoglobulina G. IgM: inmunoglobulina M. GPL: 1 ng de AAFL IgG purificado por
afinidad/ml. MPL: 1 ug de AAFL IgM purificado por afinidad/ml.

El SAF, se asocia tanto con la trombosis venosa como con la arterial. El
accidente cerebrovascular y el ataque isquémico transitorio son los eventos
arteriales mas comunes en pacientes con sindrome antifosfolipido. Los pacientes
con tromboembolismo venoso presentan con mayor frecuencia trombosis venosa
profunda de las extremidades inferiores, embolia pulmonar o ambas cosas y tienen
un elevado riesgo de recurrencia. Una revisidn sistemdtica reciente(178) mostro

que aquellos pacientes con ETEV no provocada y anticoagulante ltpico tenian un
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aumento del 40% del riesgo de recurrencia frente a los pacientes con
anticoagulante lupico negativo. Del mismo modo, hay estudios que sugieren que
los pacientes triple positivos (ACL, AB2GP y AL positivos) tienen un riesgo hasta 9
veces mayor de recurrencia.

En el SAF se favorece la trombosis debido a que el objetivo principal de los
AAFL es la betazglicoproteina que es una proteina plasmatica que se une con
avidez a las superficies fosfolipidicas celulares. La union de los AAFL a la
betazglicoproteina de la superficie celular regula la expresion de moléculas
protromboticas como la E-selectina y el FT, pero ademas, suprime la actividad del
inhibidor de la via del FT(179), reduce la actividad de la proteina C activada(180) y
activa el complemento(181,182). Otros elementos importantes en la interaccién
entre los AAFL y la superficie endotelial son las plaquetas(183), los neutrofilos que
al activarse inducen la expresion del FT y la liberacion de NETSs, asi como la IL-
8(184-186) y las microparticulas de los monocitos que en los pacientes con SAF

expresan niveles altos de FT(187) (Figura ).
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Figura 1. Patogénesis propuesta del sindrome antifosfolipido.
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Adaptado de Garcia y colaboradores(188)

A: union de B2-glicoproteina (B2GPI) a superficies anidnicas transformandose en inmunogénico.
B: los AAFL se unen al f2GPI activandose células endoteliales, complemento, plaquetas, neutréfilos
y monocitos. Los AAFL promueven la formacion de codgulos e interfieren con los trofoblastos y

células caducas.

C y D: a través de multiples mecanismos, los AAFL provocan inflamacion, vasculopatia, trombosis

y complicaciones del embarazo.

Desde el punto de vista terapéutico, para la mayoria de los pacientes con

AAFL persistentes y un evento clinico no provocado, se

recomienda tratamiento

anticoagulante indefinido puesto que su interrupcion se asocia con un riesgo

inaceptablemente alto de recurrencia(178). Sin embargo, e

n aquellos pacientes con
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episodios provocados o con presencia de AAFL que se negativizan con el tiempo,

la anticoagulacion indefinida es controvertida.

Lo mismo ocurre con la tromboprofilaxis primaria en el caso de ausencia de

trombosis pero positividad de AAFL a titulos moderados-altos. En estos casos, se

estima que, al igual que en la poblacién general, el riesgo absoluto de un primer

evento en pacientes que no tienen otros factores de riesgo es probablemente

inferior al 1% anual(189,190) por lo que, ante la falta de estudios prospectivos de

calidad que evaluen el uso de aspirina a dosis bajas con este fin, la recomendacion

es individualizar en cada caso.

1.1.3.2.3. TROMBOFIIA PRIMARIA MIXTA

40

Hiperhomocisteinemia: La homocisteina es un producto intermedio del
metabolismo de la metionina e incrementos leves-moderados de sus niveles
plasmaticos se han considerado cldsicamente como un factor de riesgo
trombotico tanto arterial como venoso(191-194). Es posible encontrar
niveles plasmaticos elevados de manera moderada en un 5% de la poblacion
y dichos niveles estan influenciados tanto por anomalias genéticas como
por factores ambientales(195). El defecto genético mds comun es el
polimorfismo C677T de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), que participa en el metabolismo de la metionina. Entre los
factores ambientales el mas importante es la deficiencia de folatos y
vitaminas B6 o Bi2 (cofactores en el metabolismo de la homocisteina)
aunque también ocurre en situaciones como la edad avanzada, enfermedad
renal crénica o tabaquismo. Se han notificado resultados contradictorios
con respecto al papel protrombotico de esta alteracion, asi, mientras que
estudios mds antiguos informan de un aumento de riesgo de ETEV(196),
estudios mas recientes no mostraron ninguna asociacion con la
enfermedad(86) e incluso sugieren que la asociacion inicial podria deberse
a la presencia de factores de confusién como el indice de masa corporal
(IMC) o el tabaquismo(197). Por otra parte, no se ha demostrado que las

intervenciones para reducir la homocisteina prevengan las enfermedades
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cardiovasculares o el tromboembolismo venoso ni su recurrencia(198-203).
Por lo tanto, las principales guias en la actualidad recomiendan no medir
los niveles de homocisteina ni realizar pruebas para detectar mutaciones de

MTHR en pacientes con ETEV.

= Niveles plasmaticos elevados de factores VIII, IX y XI de la
coagulacion: los niveles plasmaticos elevados del FVIII de la coagulacién
constituyen un factor de riesgo de ETEV y de recurrencia trombotica(204-
206). Este riesgo, se mantiene incluso después de ajustar por el grupo
sanguineo que es su principal determinante(204), por lo que deben existir
otros factores genéticos aun no identificados(207,208). Pero ademas, el
FVIII es un reactante de fase aguda y circula en la sangre libre o unido al
FVW por lo que puede estar aumentado en multiples situaciones clinicas en
las que haya un patréon inflamatorio o bien en circunstancias que
disminuyan la concentracion del FVW.
Menos establecida estd la contribucién de la elevacion de los niveles
plasmaticos de los factores IX y XI aunque también se ha descrito un
aumento del riesgo trombdtico y todavia no se ha podido demostrar que la

base sea exclusivamente genética(153,209-211).

= Resistencia a la proteina C activada no asociada a factores genéticos:
se sabe que situaciones como el embarazo, los anticonceptivos orales o
ciertas neoplasias como el mieloma maultiple conducen a una situaciéon

adquirida de resistencia a la proteina C activada.

1.1.3.3. TROMBOFILIA SECUNDARIA
Como se ha comentado previamente, la evidencia cientifica demuestra que
la ETEV es el resultado de la combinacion de factores ambientales junto con la

predisposicion genética y adquirida del individuo (Figura 12).

g
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Figura 12. Etiopatogenia de la ETEV.
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Dentro de los factores de riesgo trombotico, algunos son predisponentes o
intrinsecos al paciente (edad, sexo, raza, obesidad, sedentarismo, ETEV previa,
venas varicosas, enfermedad inflamatoria intestinal (EII), sindrome nefrético,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, cancer, trastornos mieloproliferativos) y
otros desencadenantes o extrinsecos (cirugia, traumatismo, inmovilidad
prolongada, embarazo y puerperio, tratamiento hormonal, antineoplasico o con
corticoides, hospitalizacion, viajes de larga distancia, cateterismo e infeccion
aguda). Estos factores de riesgo, aumentan el riesgo de ETEV interviniendo en uno
o mas de los mecanismos de “la triada de Virchow”, asi la edad avanzada por
ejemplo, produce una disminucion del flujo sanguineo o estasis mientras que los
traumatismos o la cirugia ortopédica suponen lesion endotelial y el cancer y las
infecciones un aumento de la coagulabilidad.

Algunos de estos factores de riesgo son fuertes y pueden provocar ETEV sin
la presencia de ninguin otro factor de riesgo. A su vez estos factores de riesgo fuerte
pueden ser transitorios (cirugia mayor o inmovilizacion prolongada) o
permanentes (paralisis) (Tabla 2). Sin embargo, pese a que la ETEV por factores

fuertes transitorios representa aproximadamente el 20% de todos los episodios(10),
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la mayoria de los eventos son no provocados, es decir sin factores de riesgo

aparentes(10,212).

Tabla 2. Factores de riesgo de la ETEV.
FACTORES DE RIESGO FACTORES DE RIESGO

FUERTE DEBILES
PERSISTENTES

Inflamacion cronica
Encamamiento
Obesidad
AF de ETEV
AP de ETEV
Colocacion de MCP

Adaptado de Khan y colaboradores(40).
SAF: sindrome antifosfolipido. TIH: trombocitopenia inducida por heparina. AF:
antecedentes familiares. AP: antecedentes personales. MCP: marcapasos. Tto: tratamiento.

11.3.3.1. FACTORES DE RIESGO TROMBOTICO

A continuacion se describen algunos de los factores de riesgo trombético
mas importantes. Se repasan factores de riesgo no modificables, otros
potencialmente modificables y transitorios, el uso de farmacos relacionados con el
riesgo de ETEV, la patologia venosa previa y algunos factores de riesgo comunes a

la trombosis venosa y arterial.
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Edad

Como ya se ha comentado previamente, la incidencia de la ETEV aumenta
con la edad, especialmente en adultos mayores de 8o afios(213). En adultos
jovenes, se describe una tasa de 0,5-1 por cada 1000 personas/afio(15), sin
embargo en personas de 8o afios 0 mas, estas cifras aumentan hasta tasas
de aproximadamente 5-7 por cada 1000 personas/afio(15,214). Se piensa que
esta relacion entre la edad avanzada y la ETEV podria estar mediada por el
aumento de la coagulabilidad y disminucion del flujo sanguineo que ocurre
con los afnos(215), aunque también es probable que los efectos de la edad
estén mediados por una mayor prevalencia de otros factores predisponentes
o desencadenantes asociados como el cancer, disminucion de movilidad,

hospitalizacién y cirugia entre otros.

Sexo

La incidencia de la ETEV también varia segin el sexo con una tasa de
incidencia ajustada por edad mas alta para los hombres que las mujeres (130
frente a 110 por cada 100.000 personas/afios)(15). Sin embargo este dato ha
sido bastante discutido, con cifras dispares en diferentes estudios(216) y
dudas acerca de si los hombres tienen mas riesgo intrinseco para ETEV que
las mujeres. Lo que si parece claro, es que en la etapa fértil las mujeres tienen
mas riesgo debido a situaciones como el embarazo, el puerperio o toma de
anticonceptivos(16), sin embargo, en edades avanzadas este riesgo parece

ser mayor en hombres(15).

Raza

La asociacion de la raza con la ETEV es un tema controvertido dado que
existen pocos estudios y con escaso control de posibles factores de
confusién como la calidad y accesibilidad a la atencién médica por
ejemplo(217). Entre los datos que disponemos, parece ser que el riesgo es
entre un 30 y un 60% mayor en los individuos de raza negra frente a los de
raza blanca y que los individuos con riesgo mas bajo serian los asiaticos(218-

220). Se han investigado variantes genéticas que aumentan el riesgo de
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ETEV para determinar si producian mas riesgo en los negros pero no se ha
obtenido ningun resultado(220). Los negros tienen los niveles de FVIII y
FVW(221) y los marcadores de activacidn del sistema de coagulacion, como
el dimero D plasmatico, mas elevados que el resto de grupo étnicos
estudiados(222), Sin embargo, y complicando atiin mas la relacion entre raza
y ETEV, la presencia del FVL y la mutacion del gen de la protrombina son
menos prevalentes entre las personas de raza negra que las de raza

blanca(219,220).

Obesidad

La obesidad, como condicion proinflamatoria, favorece un estado
protrombotico aumentando significativamente tanto el riesgo de ETEV
como de trombosis arterial(223). Existe abundante literatura cientifica que
respalda esta hipdtesis, asi en un metaandlisis reciente(224) sobre la
relacidon entre obesidad y riesgo de primer episodio de ETEV, Ageno y
colaboradores estimaron una OR de 2,33 [Intervalo de confianza(IC) 95%,
1,68-3,24]. Hay muchos estudios similares, no incluidos en el metaanadlisis,
pero con resultados comparables(225-228) y ademads relacionando también
la obesidad con el riesgo de recidiva(229). Este riesgo asociado de la ETEV
con la obesidad podria ser incluso mayor en mujeres que en
hombres(230,231).

El mecanismo biologico responsable de esta relacion es multifactorial
(Figura 13), probablemente relacionado con el dafio endotelial, aumento de
la reactividad plaquetaria, hipercoagulabilidad y deterioro de la fibrindlisis
promovido por la obesidad(232,233). Ademads, la limitacién del retorno
venoso por aumento cronico de la presion intraabdominal(226) y la
inactividad o trastorno de la marcha propio de los obesos podrian contribuir

a esta asociacion(234).
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Figura 13. Mecanismo bioldgico de la asociacion entre obesidad y ETEV.
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Adaptado de Purdy y colaboradores(223)

En pacientes obesos se ha observado hiperactividad plaquetaria, aumento de los niveles de
CD4o-L, P-selectina y microparticulas derivadas de plaquetas, marcadores de activacion
plaquetaria, asi como aumento del volumen medio de las plaquetas, factor de riesgo
emergente de ETEV. GPIb: glicoproteina Ib. vWF: factor von Willebrand. ADP: difosfato de
adenosina. GPIIb/IIa: glicoproteina IIb/Illa. pMP: microparticulas derivadas de plaquetas.
MPV: volumen medio de plaquetas. TXA2: tromboxano A2. AA: dcido araquidénico. COX-
1: ciclooxigenasa-1. 11-dehidro-TXB2: n-dehidrotromboxano B2. P2Yi2: quimiorreceptor
para ADP.

Hospitalizacion y paciente médico

El paciente médico, en contraposicidn al paciente quirurgico, es aquel que
presenta una complicacion aguda sin necesidad de cirugia en su
tratamiento. En su mayor parte estos pacientes se encuentran
hospitalizados pero también pueden estar en su domicilio o
institucionalizados.

Es conocido que la hospitalizacion, por si misma, constituye un factor de
riesgo para sufrir una ETEV, asi en comparacion con los pacientes no
hospitalizados, los hospitalizados tienen 100 veces mds de aumento de la
incidencia de ETEV(235). Entre los pacientes hospitalizados por
enfermedad médica aguda, se consideran de mas riesgo aquellos con edad
avanzada, obesidad, ETEV previa, trombofilia hereditaria, cancer, trauma o
cirugia reciente, infarto agudo de miocardio o accidente cerebrovascular,

paresia en miembros inferiores (MMII), insuficiencia cardiaca congestiva,
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inmovilizacion prolongada (reposo en cama), infeccion aguda, trastorno
neuroldgico, terapia hormonal, catéter venoso central o ingreso un unidad
de cuidados intensivos o coronarios(236-242).

Pero como se ha comentado previamente, no es un requisito indispensable
del paciente médico que esté hospitalizado, también debemos considerar
aquellos pacientes con patologias médicas que se encuentren en su
domicilio o institucionalizados, asi las residencias de hogares de ancianos
representan de forma independiente mas de una décima parte de todos los
episodios de ETEV de la comunidad(243).

De ahi que, aunque la ETEV se ha asociado clasicamente con el paciente
quirdrgico por su mayor riesgo, dado el mayor nimero de pacientes
médicos que quirurgicos, en la actualidad el 70-75% de los
tromboembolismos sintomdticos se presentan en pacientes no quirurgicos.
Son pacientes, por tanto, con una elevada prevalencia pero también con un
peor pronostico ya que presentan tanto una mayor mortalidad como un
mayor riesgo hemorragico(244) probablemente por su edad mas avanzada

y comorbilidades asociadas (Figura 14).

Figura 14. La gravedad de la ETEV en pacientes médicos es superior a pacientes

quirurgicos.

] Médicos n=756
B Quirtrgicos n=884

Recidivas Hemorragia EP mortal Hemorragia
grave mortal

Semergen. 2010;36:150-62

Adaptado de Carrasco y colaboradores(245)
EP: embolismo pulmonar.
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Inmovilizacion

El reposo prolongado, el encamamiento, la paresia de MMII uni o bilateral
y el sedentarismo son situaciones que comparten una menor velocidad del
flujo del retorno venoso(246) ya que se pierde la capacidad de bombeo de
la musculatura de los miembros inferiores y se asocian con un aumento del
riesgo de TVP(247).

Dentro de esta categoria, por compartir mecanismo comun, incluimos los
viajes de larga distancia (4-6 horas) que también se asocian con un riesgo
ligeramente mayor de ETEV(248,249). Se ha denominado “sindrome de la
clase turista”(250) a la aparicion de TVP y/o TEP en los pacientes que

realizan vuelos de larga duracion con poca movilidad en MMIL.

Traumatismos

El riesgo de ETEV aumenta en traumatismos mayores, especialmente en
traumatismos multiples y en el traumatismo de médula espinal que
constituye probablemente una de las patologias que asocia un mayor riesgo
tromboembolico, sobre todo cuando se asocia a paralisis de los MMII(4). Se
cree que el mecanismo puede ser tanto local por lesion endotelial como por

un estado de hipercoagulabilidad asociado(251).

Dispositivo intravascular

Tanto los catéteres venosos centrales como los marcapasos tienen un
elevado poder trombogénico representando el 9% de todos los episodios de
ETEV(252). Cabe destacar que el acceso venoso central por venas femorales

asocia mayor riesgo de ETEV que el de las venas subclavias(253).

Cirugia

El riesgo de ETEV en un paciente quirturgico es muy variable y depende
tanto del tipo de cirugia como del riesgo inherente al propio
paciente(4,254).

La cirugia oncologica en general y la abdominal y pélvica en particular asi

como la cirugia tordcica, el trasplante renal y la cirugia cardiovascular son
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cirugias de elevado riesgo trombotico siendo la cirugia ortopédica mayor,
especialmente la de cadera y rodilla, y la neurocirugia, sobre todo en
pacientes con tumores cerebrales, las mds trombogénicas(255-257). La
cirugia laparoscdpica y artroscopica parecen presentar un riesgo bajo-
moderado(258).

Por otra parte, el tener antecedentes de ETEV, la edad avanzada, el
tabaquismo, la obesidad y la presencia de cancer activo(4,259-261), como es

de esperar, aumenta el riesgo de ETEV en los pacientes quirtirgicos.

Cancer

Est4 bien establecida la relacion bidireccional que existe entre la ETEV y el
cancer, asi, con frecuencia los pacientes neoplasicos presentan eventos
tromboembolicos y ocasionalmente una trombosis venosa, generalmente
no provocada, es la primera manifestacion de una neoplasia hasta ese
momento asintomatica. Aproximadamente el 20% de las ETEV aparecidas
en la comunidad ocurren en pacientes con cancer activo(243,252) los cuales
tienen un riego entre 4-7 veces superior de padecer trombosis venosa que
los pacientes sin neoplasia (Figura 15)(262,263). El riesgo parece ser mayor
para los pacientes con neoplasia de sistema nervioso central, pancreas,
ovario, colon, estdmago, pulmon, rifién y hueso(264,265) y en pacientes con
metdstasis a distancia(265). Ademads, los pacientes en tratamiento con
quimioterapia inmunosupresora o citotdxica tienen un riesgo incluso mayor

de ETEV(265,266).

Figura 15. Incidencia de ETEV en pacientes hospitalizados con cancer y sin cancer.
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Adaptado de Stein y colaboradores(267).
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Otro punto a tener en cuenta es que en los pacientes oncoldgicos, tanto la
recidiva, como el TEP fatal y las complicaciones hemorrdgicas son mas
frecuentes(268), encontrandose la ETEV entre las primeras causas de

muerte en los pacientes con neoplasia activa (Figura 16).

Figura 16. Causas de defuncion en pacientes con cancer.
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Adaptado de Khorana y colaboradores(269).

En su patogenia influyen muchos factores: el estasis sanguineo por la menor
movilidad de estos pacientes asi como la eventual compresion venosa por
parte del tumor, el dafio endotelial producido por invasidon vascular de
células tumorales, catéteres y farmacos utilizados asi como la
hipercoagulabilidad debida a la liberacién de sustancias procoagulantes por

el propio tumor(270) (Figura 17).
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Figura 17. Mecanismo protrombotico del cancer.
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Adaptado de Falanga(271).

La célula tumoral induce un estado de hipercoagulabilidad utilizando proteinas de la
superficie celular como el factor tisular (TF), el factor procoagulante del cancer (CP), el
activador del plasmindgeno tisular (t-PA), el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
(uPA), el activador del plasmindgeno 1 (PAI-1) y 2 (PAI-2). Ademas, interacciona con células
sanguineas bien directamente (A) o indirectamente a través de liberacién de citoquinas
(B).

IL: interleucina. P: proteina. F: factor. TM: trombomodulina. TNF: factor de necrosis
tumoral. VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. R: receptor. FV-R: receptor del
factor V. FV: factor V de la coagulacion. FVII: factor VII de la coagulacion. FVIIa: FVII
activado. FIX: factor IX de la coagulacion. FIXa: FIX activado. FX: factor X de la coagulacion.
FXa: FX activado.

Por todo lo comentado anteriormente, en los ultimos afios ha habido
mucha controversia acerca de si las pruebas de deteccion del cancer oculto
en los pacientes con ETEV se deberian hacer de manera rutinaria.
Actualmente se piensa que probablemente no estén justificadas, sin
embargo, si las caracteristicas clinicas sugieren una posible neoplasia
asociada (ETEV no provocada especialmente en pacientes con trombosis
venosa abdominal o bilateral de MMII(272) o recidiva sin claro factor
desencadenante(273) entre otros), es de elecciéon la realizacion de una

tomografia axial computerizada (TAC) como prueba de imagen.
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Embarazo y puerperio

La incidencia de la ETEV se estima entre 0,76 y 1,72 por cada 1000
embarazos, lo que supone que el riesgo se cuadriplica en comparacion con
las mujeres no gestantes en edad fértil(274,275) y aumenta a 20 veces
durante el puerperio(274). Ademads, causa 1,34 muertes maternas por cada
100.000 gestaciones, siendo el TEP el responsable de un 9% de la mortalidad
materna en paises desarrollados(276). La TVP es la forma de presentacién
mas frecuente durante el embarazo mientras que el TEP lo es en el
puerperio(277). La proporcion de ETEV durante el embarazo es mayor en el
tercer trimestre y aumenta ligeramente en el posparto, después disminuye
rapidamente retornando a los niveles de riesgo de mujeres no gestantes a

las 6 semanas(278) (Figura 18).

Figura18. Incidencia de ETEV durante el embarazo y posparto.
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Adaptado de Sultan y colaboradores(278).

Incidencia de ETEV, tasa realtiva e IC95% durante los diferentes trimestres de la gestaciéon
y el posparto comparados con la incidencia de trombosis en mujeres no embarazadas.
Posparto temprano se refiere a las 3 primeras semanas desde el momento del parto.

La historia previa de trombosis es el principal factor de riesgo adquirido de
la ETEV en el embarazo(279,280). Otros factores de riesgo son la historia
familiar(281), la edad > 35 afios, la multiparidad, la obesidad(279) y la

trombosis venosa superficial (TVS) previa(282,283).
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Se sabe que durante el embarazo se producen cambios fisiologicos de la
hemostasia con aumento de los factores procoagulantes (V, VII, VIII, IX, X,
XII, VW y del fibrinégeno), de las plaquetas y disminucién de los
anticoagulantes naturales (sobretodo la PS y AT), aumento de la resistencia
a la proteina C activada y disminucion de la fibrinolisis(284,285). A estos
cambios, encaminados a evitar la hemorragia en el parto, se afade un
aumento del estasis venosos debido a la compresion de las venas pélvicas
por el atero, lo que hacen que cldsicamente se considere al embarazo y

puerperio un estado de hipercoagulabilidad y elevado riesgo trombético.

Anticonceptivos y terapia hormonal sustitutiva

Los anticonceptivos orales se han asociado a un aumento del riesgo de ETEV
de 2 a 4 veces(286,287), pero el riesgo varia segun el tipo y la dosis de
estrogenos utilizada. De diversos estudios se deduce que los
anticonceptivos orales de primera y tercera generacion conllevan un mayor
riesgo que los de segunda generacion(288) y es posible que no haya riesgo
con terapia transdérmica de estrogenos o los dispositivos intrauterinos de
levonorgestrel(289). Este aumento de riesgo con algunos anticonceptivos se
multiplica en mujeres con trombofilia hereditaria lo que ha hecho que se
plantee en numerosas ocasiones si seria ttil su investigacion sistematica
previa a la administracion de anticonceptivos. Dada la baja prevalencia de
estos defectos en la poblacion general, no se considera una estrategia coste-
eficaz, pero si se debe investigar al menos la existencia de antecedentes
familiares.

Cuando la terapia estrogénica es substitutiva, a pesar de tener menor
porcentaje de estrégenos que cuando es anticonceptiva, el riesgo de ETEV
es 2 veces mayor con respecto a las mujeres que no la reciben, teniendo
aquellas con un antecedente de ETEV previa un riesgo de 4 veces superior

de recidiva(290).
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Corticosteroides

Estudios recientes sugieren que el uso de corticosteroides también podria
estar asociado con el riesgo de ETEV, de hecho se estima un aumento de 2-
3 veces de riesgo tras ajustar por posibles factores de confusién derivados
de la enfermedad subyacente(291,292). Se postula que el mecanismo por el
cual los corticosteroides pueden aumentar el riesgo de ETEV es a través de
aumento de los niveles de algunos factores de la coagulacion como el FVW

y el PAI1, con el consiguiente aumento en la generacion de trombina(293).

Patologia venosa previa
La TVS previa es un factor de riesgo independiente para ETEV(266,294), sin
embargo el riesgo derivado de las venas varicosas es incierto y varia segiin

la edad del paciente(266,295,296).

Factores de riesgo arterial

La trombosis arterial y venosa comparten caracteristicas comunes ya que no
solo la hipercoagulabilidad y la inflamacién contribuyen a su desarrollo,
sino que ademas algunos factores de riesgo son similares para
ambas(224,297). En 2008, Ageno y colaboradores realizaron un metaanalisis
evaluando la asociacion entre los factores de riesgo arterial y el riesgo de
ETEV y observaron que la obesidad, la hipertension arterial (HTA) y la
diabetes mellitus (DM) se asociaron significativamente con el riesgo de
ETEV, sin embargo no hubo asociacidn estadisticamente significativa con el
tabaquismo o la hipercolesterolemia. En otros estudios(298) se ha visto que
la hipertrigliceridemia duplica el riesgo de ETEV en mujeres
posmenopdausicas sin embargo, la DM, el infarto de miocardio, el tabaco y
la insuficiencia renal no son factores de riesgo independientes para
ETEV(266,299-301).

Todos estos hallazgos sugieren que algunos factores de riesgo trombotico
arterial probablemente también lo sean para ETEV, sin embargo

probablemente la magnitud de asociacién no es tan alta como en la
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enfermedad arterial y por eso en algunos estudios no se alcanza la

significacién estadistica.

= Otros
Otras patologias que se han asociado con ETEV son enfermedades
autoinmunes(302), enfermedad de Behcet, enfermedad celiaca(303),
trombocitopenia inducida por heparina(3o4), hipertiroidismo(305),
trombocitopenia autoinmune(306), EII(307), coagulacion intravascular
diseminada, trastornos mieloproliferativos (especialmente la policitemia
vera y la trombocitosis esencial)(308,309) y el sindrome nefrético(310) entre

otras.

1.1.3.3.2. MODELOS DE RIESGO

La importancia de identificar y conocer estos factores de riesgo, tanto al
inicio del proceso como durante la evolucién, radica en establecer una profilaxis
primaria que ha demostrado ser eficaz y segura en la reduccion de la carga de la
ETEV(311) asi como, guiar en la decisién acerca de la duracion del tratamiento
anticoagulante para evitar recidivas. En este punto nos centraremos en la
prevencion primaria de la enfermedad ya que la recurrencia se tratard mas
detenidamente en el punto 2.

Con el fin de ayudar en la toma de decisiones por parte del clinico, en la
prevencion primaria de la enfermedad, se han consensuado diversos modelos de
estimacion de riesgo de ETEV. Estos modelos, son sistemas de puntuacion que
permiten estratificar a los pacientes en grupos de riesgo seguin sus factores de
riesgo, para poder asi aplicar la mejor profilaxis a cada uno de ellos.

La 92 Conferencia Consenso del “American College of Chest Physicians”
(ACCP) recomienda evaluar el riesgo tromboembolico de los pacientes quirurgicos
mediante el modelo de Caprini(312) y para los pacientes médicos la escala de
Padua(238). En los pacientes sometidos a cirugia ortopédica mayor (artroplastia
total de rodilla o cadera y cirugia por fractura de cadera) la profilaxis estd
establecida de manera sistematica, independientemente de los factores de riesgo

del paciente, dada la elevada incidencia de ETEV en estos pacientes.
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En el modelo de Caprini para el paciente quirtrgico, ademas de los factores
de riesgo del paciente, también se tiene en cuenta el tipo de intervencion,
clasificando a los pacientes como riesgo muy bajo (o-1 punto), bajo (2 puntos),
moderado (3-4 puntos) o alto (> 5 puntos). Para cada categoria de riesgo da una

recomendacion de tromboprofilaxis (Figura 19).

Figura 19. Modelo de prediccion de riesgo de ETEV de Caprini.

41-60 anos

Cirugia menor

IMC > 25 kg/m?2

Tumefaccién en los MMII

Varices

Embarazo o puerperio

61-74 anos

Cirugia artroscopica

Cirugia abierta mayor
(> 45 minutos)

Cirugia laparoscépica
(> 45 minutos)

Cancer

Encamamiento

> 75 anos

Historia de enfermedad
tromboembodlica
venosa

Factor V de Leiden

Gen de la protrombina
20210A

Anticoagulante lupico

Anticuerpo

Ictus (< 1 mes)

Artroplastia programada
de cadera o rodilla

Fractura de piernas,
caderas o pelvis

Dano espinal agudo
(< 1 mes)

(> 72 horas) anticardiolipina

Historia de abortos esponténeos Escayola Aumento de los niveles
inexplicados o recurrentes de homocisteina
Anticonceptivos o terapia hormonal Acceso venoso central Trombopenia inducida
sustitutiva por heparina

Otras trombofilias
hereditarias o adquiridas

Sepsis < 1 mes

Enfermedad pulmonar grave incluida
neumonia (< 1 mes)

Funcién pulmonar disminuida

Infarto agudo de miocardio

Insuficiencia cardiaca congestiva (< 1 mes)
Enfermedad inflamatoria intestinal

Inmovilizacién por enfermedad médica

Adaptado de Rodriguez Matute(313).
IMC: indice de masa corporal.

La escala de Padua, propuesta en el 2010, establece 11 variables, 4 de las
cuales conllevan un riesgo elevado: cancer activo (definido como aquel con
afectacion local o metastasica y/o quimioterapia o radioterapia en los 6 meses
previos), ETEV previa, movilidad reducida (encamamiento durante al menos 72
horas) y trombofilia primaria (déficit de AT, PC o PS, FVL, G20210A y SAF).
Considera al paciente de alto riesgo si tiene > 4 puntos y bajo, y por lo tanto sin

indicacién de tromboprofilaxis, si tiene menos de 4 puntos (Figura 20).
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Figura 20. Escala de prediccion de riesgo de ETEV de Padua.

Céncer activo 3
ETV previa (no superficiales) 3
Movilidad reducida (3 dias) 3
Trombofilia conocida 2
Cirugia o traumatismo reciente (< 1 mes) 7
Edad > 70 afios 1
Insuficiencia cardiaca y/o respiratoria 1
!nfargo agudo de miocardio o ictus 1
Isquémico

Infeccién aguda y/o enfermedad 1
reumatoldgica

Obesidad (IMC > 30 kg/m2) 1
Tratamiento hormonal 1

Adaptado de Rodriguez Matute(313).
IMC: indice de masa corporal.

Ambas son escalas aceptadas internacionalmente por ser de facil manejo y
estar ampliamente validadas.

Cabe mencionar en este punto, la guia PRETEMED, o guia de Prevencion de
la ETEV en el paciente Médico, puesto que es una guia de amplio uso en nuestro
pais. Elaborada por la Sociedad Andaluza de Medicina Interna (SADEMI) y la
Sociedad Andaluza de Medicinia Familiar y Comunitaria (SAMFyC) y avalada por
multiples sociedades cientificas espanolas, se presentd en 2003 y posteriormente
fue actualizada en 2007. El objetivo de esta guia es ayudar en la valoracion del
riesgo de ETEV en pacientes médicos hospitalizados y ambulatorios y para ello
pondera los distintos factores de riesgo con el fin de calcular el riesgo ajustado de
cada enfermo. Segun el riesgo ajustado establece una recomendacién de profilaxis

(Figura 21).
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Figura 21. Calculo del riesgo de ETEV en procesos médicos e indicacidon de profilaxis (guia

PRETEMED).

Pesos ajustados

1 2 3
Procesos precipitantes  « Embarazo/puerperio* * Neoplasia + EPOC descompensada
+ Viajes en avion > 6 h +IC grado Il + AVC con plejia de MMII

* Infeccion aguda grave  + IAM
+ Ell activa +ICgrado IV
» Mieloma + QT**F*

+ Traumatismo de MMII sin cirugia

Procesos asociados * DM + Sindrome nefrético
+ Hiperhomocistinemia « Trombofilia**
* Infeccién por VIH * TVP previa®*
+ Pardlisis de MMII » Vasculitis (Behcet, Wegener)
* TVS previa
Farmacos + Anticonceptivos hormonales  + Quimioterapia

+ Antidepresivos

+ Antipsicéticos

+ Inhibidores de la aromatasa
+ Tamoxifeno-raloxifeno

+ Terapia hormonal sustitutiva

Otros + Edad > 60 + Encamamiento > 4 dias
* Obesidad (IMC> 28)
« Tabaquismo (> 35 cig/dia)
+ Catéter venoso central
Célculo del riesgo ajustado (RA)
RA = suma de pesos segln los procesos precipitantes + suma de los pesos de otras circunstancias de riesgo
Esta formula sélo puede aplicarse si su paciente presenta al menos un proceso precipitante o un proceso asociado con

peso ajustado = 2

Recomendaciones de profilaxis de la ETV

Riesgo ajustado Recomendaciones
1-3 Considerar el uso de medidas fisicas
4 Se sugiere profilaxis con HBPM
>4 Se recomienda profilaxis con HBPM

Adaptado de GPC PRETEMED(314)

EIl: enfermedad inflamatoria intestinal. IC: insuficiencia cardiaca. EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva crénica. AVC: accidente vascular cerebral. MMII: miembros inferiores. [AM: infarto
agudo de miocardio. QT: quimioterapia. TVS: trombosis venosa superficial. TVP: trombosis venosa
profunda. IMC: indice de masa corporal. HBPM: heparina de bajo peso molecular.

*Peso 3 si: embarazo y trombofilia; peso 4: si embarazo y TVP previa.

**Peso 2 si: FVL en > 60 afios, déficit de PC o PS, déficit combinado, déficit de ATIII, AAFL; peso 1
si FVIII > 150% o FVL en < 60 afios.

***Peso 3 si: TVP previa no provocada; peso 5 si: TVP previa y trombofilia.

****Peso 4 si: mieloma en tratamiento con quimioterapia y talidomida.
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Es de vital importancia resefiar, que siempre que se trata de tratamiento
antitrombdtico, profildctico en este caso, es importante hacer una correcta
valoracion no solo del riesgo de trombosis, sino también del riesgo de hemorragia.

En el caso del paciente médico, se recomienda aplicar la escala del registro
Improve(312) (Figura 22) y considerar al paciente de alto riesgo de sangrado con
puntuacion > 7. En el caso del paciente quirtrgico no hay una escala tinica validada
por lo que las recomendaciones se basan en los factores de riesgo de sangrado
identificados en diversos estudios(315) (Figura 23). Algo similar ocurre cuando el
paciente se somete a cirugia ortopédica mayor, al no existir consenso, cada guia

hace sus recomendaciones(316) (Figura 24).

Figuras 22y 23. Escala IMPROVE de riesgo de sangrado (izquierda) y factores que aumentan

el riesgo de hemorragia en pacientes quirdrgicos (derecha).

Ulcera gastroduodenal activa 45 Sangrado activo

Hemorragia en los 3 meses previos 4 Antecedentes de sangrado grave

Recuento plaquetario < 50.000 mm3 4 Trastornos de la coagulacién conocidos, no tratados
Edad > 85 afios 35 Insuficiencia hepética o renal graves

Fallo hepdtico (INR> 1,5) 25 Trombopenia

Fallo renal severo (Acr < 30 ml/min) 25 Ictus agudo

Ingreso en UCI 215 Hipertension arterial no controlada

Catéter venoso central 2 Puncién lumbar, anestesia espinal o epidural en las

primeras 12 h tras la administracion de HBPM o si se

Btluiater L 2 administra la HBPM en las primeras 6 h tras la técnica
CncesacinG - Uso concomitante de anticoagulantes, antiplaquetarios
Edad 40-84 afios 15 o tromboliticos

Var6n 1

Fallo renal moderado (Acr 30-50 ml/min) 1

Adaptado de Rodriguez Matute(313)
INR: ratio internacional normalizado. Acr: aclaramiento de creatinina. UCI: unidad de cuidados
intensivos. IMC: indice de masa corporal. AAS: dcido acetilsalicilico.
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Figura 24. Factores de riesgo para sangrado tras cirugia ortopédica.

Trastornos congénitos que causan Trastornos congénitos que causan Cirugia de revision
sangrado sangrado
Enfermedad hepética activa Trastornos adquiridos que causan Fallo renal grave
sangrado
Uso de antiagregantes plaquetarios Uso de anticoagulacion que aumenta  Uso de antiagregantes plaquetarios

el riesgo de sangrado

Procedimiento intervencionista Historia de sangrado intraquirtirgico
espinal realizado en las dltimas 4 h o dificil de controlar
esperando para las préximas 12 h

Trombocitopenia (< 75.000/ml) Sangrado previo mayor
Accidente cerebrovascular agudo Diseccion quirtirgica extrema

Hipertension sistélica descontrolada Sangrado intraquirrgico en el propio
(>230/120 mmHg) procedimiento dificil de controlar

Sangrado activo

Adaptado de Rodriguez Matute(313)
AAOS: “American Academy of Orthopaedic Surgeons”. NICE: “National Institute for Health and
Clinical Excellence”. ACCP: “American College of Chest Physicians”.

1.2. RECURRENCIA DE LA ETEV

La ETEV es una enfermedad cronica con tendencia a la recurrencia. La
anticoagulacion previene la recidiva pero conlleva un importante riesgo de
sangrado por lo que determinar correctamente el riesgo de recurrencia de la ETEV
tras suspender la anticoagulacion, es fundamental para decidir la duracion 6ptima
de este tratamiento.

Tras finalizar el tratamiento anticoagulante después de un episodio de ETV,
el riesgo de recidiva aumenta de manera constante a lo largo del tiempo, llegando
a alcanzar hasta el 30% de pacientes a los 10 afios(21-24). Ademas, asi como el
episodio agudo, la recurrencia también determina una morbi-mortalidad
significativa. Se asocia a una mayor probabilidad de sindrome postrombdtico y
mayor predisposicion a la hipertension pulmonar tromboembodlica crénica que el
episodio agudo y ademas, cabe destacar, que la recurrencia del TEP puede ser fatal
en un 5-10%(24) de los casos.

Sin embargo, a pesar del aumento total de riesgo de recurrencia, la mayoria
de pacientes con un primer episodio no experimentan un segundo evento. Si
extrapolamos los datos totales de incidencia acumulada de recurrencia, parece que

hasta 7 de cada 10 pacientes estan libres de recurrencia a los 10 afios del evento
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inicial.

Por otra parte, el riesgo de sangrado mayor en pacientes que reciben
tratamiento anticoagulante es alrededor del 3% anual en ensayos clinicos, siendo
mayor en la practica clinica habitual(317-319) con una tasa de mortalidad de
aproximadamente un 11%(320).

Por lo tanto, en la ETEV, identificar a los pacientes con alto riesgo
trombdtico que mas se beneficiaran de la anticoagulacion a largo plazo frente a los
de bajo riesgo que estaran expuestos innecesariamente a un riesgo de sangrado, es

de vital importancia.

1.2.1. RECURRENCIA PRECOZ FRENTE A RECURRENCIA TARDIA

Segun la ISTH(321), podemos definir y clasificar la recurrencia en:

= Recurrencia: TVP y/o TEP que se producen después de un tratamiento
agudo efectivo; “efectivo” significa una clara mejoria clinica de los sintomas
y signos del paciente; “agudo” significa las 2 primeras semanas de
tratamiento.

= Recurrencia precoz: ETEV que se produce en los 3 primeros meses.

= Recurrencia tardia: ETEV que se produce tras los 3 primeros meses iniciales.

= Progresioén: empeora o se produce un nuevo episodio durante el tratamiento

agudo.

La recurrencia precoz y la progresion de la ETEV son generalmente debidas
a mala adherencia o resistencia al tratamiento anticoagulante aunque también
pueden aparecer en situaciones que comportan un intenso estado protrombotico
como el cancer activo, sobretodo el metastasico o en tratamiento quimioterapico,
y el SAF.

Las recurrencias tardias, por ser las mas habituales en la practica clinica y
algunas de ellas evitables con anticoagulaciéon prolongada, serdn el objetivo central

de este punto.
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1.2.2. PREDICTORES DE RECURRENCIA

Los predictores de recurrencia en la ETEV son aquellas situaciones clinicas,

marcadores bioldgicos, de imagen o genéticos que favorecen la aparicion de un

nuevo episodio trombdtico. Hasta la fecha, se han establecido muchos factores de

riesgo para la recurrencia, sin embargo, la prediccion de la recurrencia en un

paciente individual sigue siendo todo un desafio.

1.2.2.1.

62

PREDICTORES DE RECURRENCIA CLINICOS

Sexo

El riesgo de recurrencia tras la suspension del tratamiento anticoagulante
parece ser mas alto en hombres que en mujeres(18). Al inicio de realizar esta
observacion, se creia que esta diferencia se podia explicar por el factor de
confusion del tratamiento hormonal en el primer episodio en las mujeres,
que comportaba un riesgo menor de recidiva. Sin embargo, un
metaanalisis(322) realizado con el fin de aportar luz en este tema, corroboro
que la incidencia acumulativa global de recurrencia fue mayor en hombres
que en mujeres. En concreto, en pacientes con el primer episodio no
provocado el riesgo de recurrencia fue el doble en hombres que en mujeres
y tras ajustar por tratamiento hormonal asociado al primer episodio, el
riesgo de recurrencia siguio siendo significativamente mas elevado en

hombres.

Obesidad
En pacientes obesos o con sobrepeso el riesgo de recurrencia es
significativamente mas elevado que en pacientes con peso normal(229)

(Figura 25).
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Figura 25. Curvas de supervivencia del riesgo estimado de recidiva

tromboembolica segin el IMC.
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Adaptado de Einchinger y colaboradores(229).
BMI: Indice de masa corporal.

= Caracteristicas de presentacion del episodio agudo
e ETEV provocada frente a no provocada: podemos definir la ETEV
provocada frente a la no provocada siguiendo las directrices de la

ISTH(212) (Figura 26).
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Figura 26. Definicion de la ISTH de ETEV provocada y no provocada.

ETV provocada

a. Factor de riesgo transitorio (FRT)*

i. FRT importante durante los 3 meses antes del diagndstico.
Un factor de riesgo se considera importante si se ha demostrado que esta asociado
con lo siguiente:

- La mitad del riesgo de ETV recurrente después de suspender el tratamiento
anticoagulante (en comparacion con el factor de riesgo transitorio), cuando
el factor de riesgo ocurrié hasta 3 meses antes de la ETV**; o

- Un aumento de mas de 10 veces del riesgo de tener un primer episodio de ETV.

Ejemplos: intervencion quirdrgica con anestesia general durante mas de 30 min;
confinamiento en la cama del hospital (salvo «privilegios de bafio») durante al menos
3 dias, por una enfermedad aguda; cesarea.

. FRT menor (aunque importante) durante los 2 meses previos al diagndstico de ETV.

Un factor de riesgo se considera menor si se ha demostrado que estd asociado con
lo siguiente:

- La mitad del riesgo de ETV recurrente después de suspender el tratamiento
anticoagulante (en comparacién con el hecho de que no haya un factor de riesgo
transitorio), cuando el factor de riesgo ocurrié hasta 2 meses antes de la ETV**; o

« Un aumento de 3 a 10 veces del riesgo de tener un primer episodio de ETV.

Ejemplos: intervencién quirdrgica con anestesia general durante menos de 30 min;
ingreso en el hospital por una enfermedad aguda durante menos de 3 dias; terapia
con estrogenos; embarazo o puerperio; confinamiento en la cama fuera del hospital
durante al menos 3 dias, por una enfermedad aguda; lesion en la pierna asociada con
una movilidad reducida durante al menos 3 dias.
b. Factor de riesgo persistente
i. Cancer activo.
El cancer se considera activo si se da cualquiera de las siguientes circunstancias:
« No ha recibido tratamiento potencialmente curativo;

- Hay evidencia de que el tratamiento no ha sido curativo (por ejemplo, recurrencia)
o de que la enfermedad es progresiva*™*; o

- El tratamiento estd en curso.

ii. Estado no maligno continuo asociado con un riesgo de ETV recurrente de al menos 2
veces, después de suspender el tratamiento anticoagulante.
Ejemplo: enfermedad inflamatoria intestinal.

ETV no provocada

Ningun factor de riesgo provocador (transitorio o persistente)'.

* El tiempo que demora un factor de riesgo en resolverse puede ser impredecible; por lo
tanto, la resolucion del factor de riesgo debe confirmarse antes de suspender la terapia
anticoagulante sobre esta base.

**De los dos criterios, se considera el mas directamente relevante e importante. Se espera que la
tromboembolia venosa (ETV) ocurrida hasta 3 meses después de un factor de riesgo importante
tenga un riesgo bajo de recurrencia, mientras que la ETV debe haber ocurrido dentro de los 2
meses de aparecer un factor de riesgo menor para que el riesgo de recurrencia sea bajo.

*** Ladecision sobre siun cancertratado se cura debe sertomada por un médico experimentado,
y a menudo requiere que haya habido un intervalo de seguimiento libre de enfermedad. Un
paciente que se clasifica como cancer que puede estar activo cuando se produjo la ETV
puede volver a recategorizarse como si hubiera tenido una ETV no provocada, porque tuvo
un seguimiento adicional libre de céncer.

* La presencia de factores de riesgo no ambientales (o intrinsecos), como las trombofilias
hereditarias, el sexo masculino o la edad avanzada, no influye en si un episodio de ETV
se considera no provocado o provocado. Ademas, el riesgo de recurrencia en pacientes
individuales con ETV no provocada se puede estratificar aiin mas utilizando otras evaluaciones.

Adaptado de Kearon y colaboradores(212).

El riesgo de recurrencia es especialmente elevado en la ETEV no provocada,
de hecho, en estudios iniciales, se estimé que era 2.3-2.5 veces superior al de

los pacientes con ETEV provocada(24)(Figura 27).
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Figura 27. Incidencia acumulada de recurrencia trombdtica en pacientes

con ETEV provocada y no provocada.
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Adaptado de Prandoni y colaboradores(24).

Posteriormente, en una revisidn sistematica(323), se vio que la

frecuencia de recurrencia tras suspender la anticoagulacion fue del

0.7% anual en los pacientes con ETEV asociada a cirugia, del 4.2%

anual en los pacientes con un factor de riesgo no quirurgico como

inmovilizaciéon o embarazo y del 7.4% anual en los pacientes con

ETEV no provocada. Sin embargo, tal y como veremos mas adelante,

situaciones que suponen un factor de riesgo permanente como el

cancer son las que mas riesgo comportan(212) (Figura 28).

Figura 28. Riesgo de recurrencia de ETEV provocada y no provocada.

Provoked VTE
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Adaptado de Kearon y colaboradores(212).
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TVP proximal frente a TVP distal: los pacientes con una TVP distal
tienen un riesgo unas 5 veces menor que los pacientes con una TVP
proximal(324).

TVP proximal frente a TEP: dado que la mortalidad por TEP es de 2-
4 veces mayor que por TVP(30-32) es importante discriminar entre
el riesgo de recurrencia como TEP y el de hacerlo como TVP. En este
sentido, Baglin y colaboradores(324) realizaron un metaandlisis de 77
estudios disponibles hasta 2008 con mas de 2500 pacientes con ETEV
no provocada en su mayoria, objetivando un porcentaje acumulativo
de recurrencias a los 5 afios de un 22%. No observaron diferencias en
el porcentaje de recurrencia si la presentacion era como TEP o como
TVP pero si vieron que el riesgo de recurrir como TEP fue 3 veces
superior en los pacientes en los que habian debutado como TEP
frente a los que lo habian hecho como TVP. Es decir, la recurrencia
sigue el patron del evento inicial, con TEP si la presentaciéon fue
como TEPy con TVP si debut6 de esta manera. Esto fue corroborado,

con datos similares, en estudios posteriores(325-329).

Cancer

Los

pacientes con cancer activo tienen un elevado riesgo de

recurrencia(23,330,331)(Figura 29), mayor si el cancer es metastasico o en

tratamiento con ciertos quimioterapicos(332).
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Figura 29. Incidencia acumulada de recurrencia trombética en pacientes
anticoagulados, con cancer y sin cdncer.
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Adaptado de Prandoni y colaboradores(331).

Embarazo

En el embarazo y, sobretodo en el puerperio, aumenta el riesgo de
recurrencia en aquellas mujeres que han tenido una ETEV previa(333). Si la
ETEV previa fue en el embarazo el riesgo ain es mayor aunque fuera del
embarazo el riesgo de recurrencia de estas mujeres es menor que las mujeres

con ETEV no provocada(334).

ETEV previa

El riesgo de recurrencia es mayor en pacientes con un evento trombotico
previo, fundamentalmente si éste fue no provocado(335). Ademads, la TVP
recurrente ipsilateral aumenta las posibilidades de desarrollo de un SPT,

que a su vez se asocia con un mayor riesgo de recurrencia(230,336).
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1.2.2.2. PREDICTORES DE RECURRENCIA DE LABORATORIO:
DIMERO D

Debido al elevado valor predictivo negativo del dimero D, su uso se ha
consolidado en la practica clinica en combinacidn con las escalas de probabilidad
clinica pretest para excluir el diagndstico de ETEV.

A principios de los afios 2000 se empezo6 a cuestionar su posible valor
predictivo, positivo y negativo, para la recurrencia y se observo que los pacientes
con DD elevado al mes de finalizar el tratamiento anticoagulante tenian un mayor
riesgo de recurrencia(337-341). En un metaandlisis que incluyé mas de 1500
pacientes con ETEV no provocada seguidos una media de 1.2-3.2 afios, el 16.6% de
los pacientes con un DD elevado tras suspender la anticoagulacion recidivéd frente
al 7.2% de los que tuvieron DD normal(339). Datos similares, también en ETEV no
provocada, se obtuvieron en el estudio PROLONG(340) en el que un 15% de los
pacientes con DD elevado, al mes de retirar el tratamiento anticoagulante,
presentaron una recurrencia tras un seguimiento medio de 1.4 afios, frente al 2.9%
de los pacientes con DD elevado que reiniciaron tratamiento anticoagulante

(Figura 30).

Figura 30. Incidencia acumulada de recurrencia trombética segun valores de DDy

anticoagulacion.
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Adaptado de Palareti y colaboradores(340).
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La ampliacion de un afio mds de seguimiento de este estudio obtuvo
resultados similares(341). Posteriormente, en el estudio PROLONGII(342), en
pacientes con ETEV sin un factor de riesgo identificable y ampliando las
determinaciones de DD en el tiempo, se vio que un DD persistentemente elevado
a los 3y alos 12 meses, frente a tener un DD normal, conferia un elevado riesgo de
recurrencia [27 frente al 3 por ciento por afio; [“hazard ratio” (HR) 7,9; IC del 95%
2,1-30]. Los pacientes con DD normal al tercer mes pero posteriormente anormal
de manera mantenida, tuvieron un riesgo de ETEV recurrente del 1% anual. Los
autores concluyeron que las determinaciones repetidas del DD, tras la retirada del
tratamiento anticoagulante en ETEV no provocada, podrian ayudar a establecer la
duracion optima del tratamiento. En la misma linea estuvieron los resultados del
estudio DULCIS(343,344), donde un grupo de investigadores italianos combiné el
estudio de los valores del DD en el tiempo junto con el residuo trombético en
pacientes con ETEV no provocada.

Sin embargo, en estudios posteriores, se empezaron a cuestionar estos
resultados. Asi en un estudio del 2015(345), se aventurd que los resultados de un
DD negativo podria no ser suficiente para justificar la interrupcion del tratamiento
anticoagulante en hombres. Estos datos se confirmaron en un estudio prospectivo
posterior(346) donde se interrumpieron los anticoagulantes en pacientes con
ETEV no provocado si el DD era negativo durante el tratamiento y al mes de
finalizarlo y en los pacientes restantes se continuo el tratamiento. A los 5 afios, la
tasa anual de recurrencia entre los que habian interrumpido el tratamiento, fue de
5.1% en hombres, 3.8 en mujeres con ETEV no asociada a estrogenos y 0.4% en las

mujeres con ETEV asociada a hormonas (Figura 31).
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Figura 31. Incidencia acumulada de recurrencia trombética en pacientes con ETEV

no provocada manejados segun DD.
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Adaptado de Kearon y colaboradores(346).

Actualmente, pese a no existir consenso, no se miden rutinariamente los
niveles de DD en todos los centros ya que el valor predictivo podria variar
dependiendo del punto de corte y el ensayo utilizado y ademas, podria no tener
valor en los hombres como hemos comentado. Quiza, podria ser de utilidad en
algunas mujeres con ETEV no provocada y dudas acerca del tratamiento
anticoagulante indefinido, pero este dato tendrd que ser validado en estudios

posteriores.

1.2.2.3. PREDICTORES DE RECURRENCIA ECOGRAFICOS: RESIDUO
TROMBOTICO

El residuo trombdtico o persistencia del trombo organizado y adherido a la
pared venosa de los MMII a lo largo del tiempo, favorece el estasis y este ha sido el
motivo por el cual se ha investigado su participacion en la recidiva en numerosos
estudios. Debido a la falta de estandarizacion de los criterios ecograficos para el
diagnostico, la variabilidad interobservador, la heterogeneidad de la poblacion de
estudio y el momento de la realizacién del mismo, los resultados han sido
contradictorios(26,338,347-352).

Entre los estudios mas relevantes destaca el estudio REVERSE(350), en el
cual no se encontré un riesgo aumentado de recurrencia en los pacientes con

residuo trombdtico tras completar tratamiento anticoagulante por un episodio de
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ETEV no provocada. En esta misma linea, en una revision sistemadtica posterior, la
TVP residual o residuo trombdético, se asocié con un discreto aumento del riesgo
de recurrencia al suspender la anticoagulacion en pacientes con TVP, sin embargo
esta asociacion se perdio al analizar el subgrupo de pacientes con TVP no

provocada(352) (Figura 32).

Figura 32. Evaluacion de la asociacion entre residuo trombético y recurrencia trombotica
en paciente con ETEV provocada y no provocada (panel A) y pacientes con ETEV provocada

(panel B), tras 3 meses de anticoagulacion.
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Adaptado de Carrier y colaboradores(352).

Sin embargo, en otra revision sistematica(351) de 11 estudios y mas de 3000
pacientes si se encontré6 un aumento del riesgo en pacientes que presentaban
residuo tras finalizar el tratamiento de una TVP proximal, aunque éste variaba
mucho segun los criterios ecograficos utilizados y no diferenciaban entre
provocada y no provocada. De igual forma, en el estudio DACUS(348) el riesgo de
recurrencia fue sustancialmente mayor en los pacientes con TVP residual que en
los pacientes con recanalizacion completa, sin diferenciar entre provocada y no
provocada. En la extension posterior de seguimiento de este estudio(353) se
obtuvieron datos similares.

En conclusidn, si bien la deteccidén ecografica del residuo trombético tras
finalizar tratamiento anticoagulante, podria ser ttil en la evaluacion del riesgo

prondstico en determinados casos, su determinacion precisa de una mayor
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estandarizacion y actualmente no se puede recomendar su realizacion de manera

rutinaria.

1.2.2.4. PREDICTORES DE RECURRENCIA GENETICOS: TROMBOFILIA

El papel de la trombofilia como factor de riesgo en la recurrencia de la ETEV
es controvertido ya que no existen datos solidos que respalden su utilidad clinica
para predecir el riesgo de recidiva, decidir la duracién del tratamiento inicial o,
determinar la necesidad de anticoagulacién a largo plazo(112,354,355). De hecho,
no existen directrices claras definidas por las principales sociedades cientificas. En
la 92 edicion de las guias ACCP(311) asi como en su actualizacidon posterior(356) no
se da ninguna orientacion practica de cuando solicitar estas pruebas. La Sociedad
Americana de Hematologia recomienda no realizar estas pruebas si existe algin
factor de riesgo transitorio importante(357) mientras que el “British Committe for
Standards in Hematology” dice que no puede dar una recomendacién uniforme
para todos los pacientes recomendando limitar estas pruebas para situaciones y
pacientes muy especificos(358).

Esta controversia en torno a los estudios de trombofilia hereditaria clasica
deriva de que los datos disponibles no muestran diferencias significativas de

recurrencia entre los pacientes con trombofilia y los que no la tienen (Figura
33)(74,112).
Figura 33. Incidencia acumulada de recurrencias en pacientes con trombofilia
hereditaria y sin ella.
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Adaptado de Christiansen y colaboradores(112)
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Los pacientes con ETEV provocada por factores fuertes transitorios como
cirugia mayor, hospitalizacion o enfermedad médica aguda, tienen un riesgo bajo
de recurrencia independientemente del resultado del estudio genético(323),
incluso los pacientes con FVL homocigoto, mutacion de la protrombina,
mutaciones heterocigotas compuestas o deficiencias de la proteina S, C o
antitrombina(112,127,354). Los pacientes con ETEV no provocada, tienen un riesgo
significativamente mayor de recurrencia, pero en un estudio este riesgo no se
modifico por la presencia de la mutacion heterocigota del FVL o del gen de la
protrombina y aunque el riesgo era algo mayor para los pacientes con deficiencias
de los anticoagulantes naturales con respecto a los pacientes sin trombofilia
positiva, las diferencias no fueron significativas(112). Por lo tanto, la mayoria de los
pacientes con ETEV provocada y trombofilia positiva no van a necesitar
tratamiento indefinido y para los pacientes con ETEV no provocada, la trombofilia
positiva serd un dato mds y no el tinico dato a tener en cuenta.

Ademads, muchas veces los resultados de las pruebas son malinterpretados
en la practica clinica ya que a los pacientes positivos se les mantiene el tratamiento
anticoagulante indefinido en mas ocasiones de las que se deberia debido a que se
piensa que tienen un riesgo mayor de recurrencia del que realmente tienen. Por
otra parte, pacientes con antecedentes familiares de ETEV a edades tempranas y
resultados negativos en las pruebas, pese a que se ha demostrado que tienen un
riesgo aumentado de padecer una trombosis venosa(359), falsamente se asume que
tienen un riesgo bajo de ETEV con las implicaciones terapéuticas
correspondientes.

Por lo tanto, un resultado negativo de estas pruebas no excluye la existencia
de una predisposicion genética, sobretodo en aquellos pacientes con importante
historia familiar ya que ésta casi siempre es mas importante que los hallazgos del
estudio de trombofilia. De hecho, los pacientes con trombofilia hereditaria a
menudo pueden ser identificados en base a los antecedentes personales y
familiares de ETEV sin necesidad de conocer o realizar las pruebas. Sospecharemos
la presencia de trombofilia hereditaria en las siguientes situaciones(360):

*» ETEV a edad temprana (< 50 afios), especialmente si se asocia con un factor

de riesgo débil o es no provocada.
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* Fuerte carga familiar (varios miembros de primer grado afectos a edades
tempranas).
= ETEV recurrente sobretodo a edad temprana.
= ETEV de localizacion inusual.
En la figura 34 se muestra un algoritmo que puede ayudar a seleccionar
aquellos pacientes en los que las pruebas de trombofilia hereditaria podrian ser

utiles en base a los conocimientos disponibles actualmente.

Figura 34. Algoritmo para seleccionar pacientes, con primer episodio de ETEV, candidatos

para las pruebas de trombofilia hereditaria.

First VTE

Provoked by strong triggers g Rrovoked by.weak triggers Unprovoked Unusual site
in a young patient with strong
family history and female family
members of childbearing age
No role for testing Determine role of testing Determine role of testing Cerebral veins Splanchnic veins
Consider testing for FVL and Consider aPL testing, especially Test for FVL, PTG, Test for inherited
PTG, protein S, protein C, in the case of arterial protein S, protein C, thrombophilias, aPL,
antithrombin or recurrent events antithrombin, and aPL MPN, and PNH
Consider aPL testing in the case
of extensive DVT or PE l
If patient is young and has
a strong family history
or a female family member
of childbearing age, consider
testing for FVL, PTG, protein C,
protein S, and antithrombin

Adaptado de Connors y colaboradores(360).
FVL: factor V de Leiden. PTG: disprotrombinemia. aPL: antifosfolipidos. MPN: sindromes
mieloproliferativos. PNH: hemoglobinuria paroxistica nocturna.

Por tanto, y dado que la ETEV se considera una enfermedad multifactorial
determinada por la interaccion de factores genéticos y ambientales, la evaluacion
global del estado protrombdtico del paciente esta indicado en todos los casos,
mientras que la deteccion de laboratorio especifica de la trombofilia hereditaria
solo en casos muy seleccionados. Asi, todos los pacientes con un primer evento de
ETEV deben ser evaluados mediante una minuciosa historia personal y familiar de

trombosis venosa, enfermedades y antecedentes clinicos previos, los factores de
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riesgo trombotico asociados y los posibles efectos adversos de la terapia
anticoagulante. Segin la edad, localizacion y extension de la trombosis y los
factores de riesgo adquiridos predisponentes, decidiremos si realizar estudios
genéticos adicionales.

Es importante no solo conocer a quién se le debe pedir las pruebas sino
también qué pruebas hay que pedir y cuando es el momento mas indicado para su
realizacion. En el contexto de la ETEV, el cribado genético o de trombofilia incluye
la basqueda de AT, deficiencia de PC y PS, presencia de FVL y mutacion 20210A de
la protrombina. Este estudio no ha cambiado desde 1996, fecha en la que se
descubri6 la disprotrombinemia, salvo porque en algunos centros se hace también
la determinacion de la concentraciéon del FVIII de la coagulacion que se sabe que
pueden influir en el riesgo de recidiva(205,361). Las pruebas iniciales para las
proteinas C y S y la AT son pruebas funcionales que evaltuan su actividad en el
plasma, mientras que para el FVL y la mutacion del gen de la protrombina se hacen
pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa.

Las pruebas se deben realizar tras haber completado el tratamiento de la
ETEV dado que en fase aguda no va a modificar la intensidad ni duracién del
tratamiento y ademas la funcidn de la proteina C, S y la antitrombina podrian estar
alteradas por la trombosis aguda, al igual que también se alteran en otras
situaciones como la inflamacidn, infeccion o el embarazo. La deteccién del FVL y
la disprotrombinemia, se puede hacer en cualquier momento pero dado que no va
a cambiar el manejo inicial, se puede demorar hasta la realizacion de las demas
pruebas.

Los anticoagulantes alteran los resultados de estas pruebas, en concreto, los
antagonistas de la vitamina K (AVK) disminuyen los niveles de proteina S y
proteina C, la heparina puede afectar a los niveles de antitrombina mientras que
los anticoagulantes orales de acciéon directa (ACOD) afectan tanto a la funcién de
las proteinas C y S como a la antitrombina, por lo tanto, se recomienda suspender
los AVK un minimo de 2 semanas, los ACOD un minimo de 2-3 dias y la heparina

al menos 24 horas antes de realizar los estudios.
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1.2.3. MODELOS DE RIESGO

Se ha propuesto la utilizacion conjunta de factores clinicos y biologicos,
para estimar el riesgo de recurrencia de la ETEV tras la interrupcién del
tratamiento anticoagulante, en forma de escalas o modelos predictivos.

La regla HERDOO2(230) es una escala predictora de bajo riesgo de
recurrencia desarrollada a partir de un estudio de 600 pacientes con un primer
episodio de ETEV no provocada y seguidos durante 18 meses. En hombres no se
identifico ninguna combinacién de variables que predijera bajo riesgo de
recurrencia. En mujeres que tenian ninguno o 1de los factores de riesgo estudiados
(edad >65 afios, obesidad con IMC >30, DD elevado o signos de sindrome
postrombdtico) se observo una incidencia mas baja de recurrencia en comparaciéon
con las que tenian dos o mas factores de riesgo (3% frente a 8%).

El modelo predictivo de Viena(362), desarrollado a partir del seguimiento
de 929 pacientes con un primer episodio de ETEV no provocada y seguidos durante
43 meses tras la retirada del tratamiento, es un normograma para predecir el riesgo
de recurrencia. Se incluyen 3 variables clinicas predictoras del riesgo de
recurrencia: sexo masculino, TVP proximal y TEP y valores elevados de DD tras la
retirada de la anticoagulacion.

En la escala de prediccidn de recurrencia DASH(363) se agruparon los datos
de 1818 pacientes procedentes de 7 estudios prospectivos en ETEV no provocada.
Un DD elevado de manera persistente tras interrumpir la anticoagulacion, la edad
avanzada, el sexo masculino y la ETEV no relacionada con tratamiento hormonal
en mujeres predijeron un mayor riesgo de recurrencia. Se notificé un riesgo anual
de recurrencia de 3.1% para una puntuacion < 1, 6.4% con una puntuacién de 2y
12.3% con > 3.

Los 3 modelos son escalas de variables clinicas sencillas y faciles de aplicar,
sin embargo, presentan una serie de desventajas como la falta de inclusién de
pacientes con trombofilia de alto riesgo asi como los diferentes puntos de corte y
métodos utilizados para la determinacién del DD. Esto, sumado a la falta de
validacion externa de estas escalas, ha hecho que ninguna de ellas se haya

integrado de manera rutinaria en la practica clinica.
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En pacientes con alto riesgo de recurrencia se debe considerar la
anticoagulacion indefinida y como ya se ha comentado previamente en esta tesis,
en la valoracion del tratamiento antitrombdtico de un paciente, ademas de evaluar
el riesgo de recurrencia, se debe estimar el riesgo de sangrado asi como la
preferencia del paciente.

Existen varias escalas que predicen el riesgo de sangrado de un paciente
determinado pero la recomendada actualmente en ETEV, es la escala VTE-BLEED
(Figura 35)(364) dado que es el sistema binario de alto y bajo riesgo que mejor se

ha estudiado en pacientes anticoagulados por ETEV.

Figura 35. Escala VTE-BLEED.

Factor Score

Active cancer? 2

Male with uncontrolled arterial hypertension® 1

Anaemia“ 1-5
History of bleeding 1-5
Age >60 years old 1-5
Renal dysfunction® 1-5

Classification of patients with the VTE-BLEED score
Low bleeding risk Total score <2

High bleeding risk Total score >2

Adaptado de Klok y colaboradores(365).

a. Cancer diagnosticado en los 6 meses anteriores al diagndstico de ETEV, cancer
recientemente recurrente o progresivo o cualquier cancer que requiera tratamiento dentro
de los 6 meses anteriores al diagnostico de ETEV.

b. Los hombres con hipertension arterial no controlada se definieron por valores de presion
arterial sistdlica = 140 mmHg al inicio.

c. Hemoglobina <130 g/l en hombres o < 120 g/l en mujeres.

d. Evento hemorragico anterior mayor o no mayor clinicamente relevante, sangrado rectal,
sangrado nasal frecuente o hematuria.

e. Disfuncién renal: Una tasa de fitracién glomerular estimada (eGRF) < 60 ml/min. Se
calculé con la formula de Cockeroft-Gault al inicio del estudio.
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1.3. “SCORE” DE RIESGO GENETICO EN LA RECURRENCIA

La duracién optima del tratamiento anticoagulante para un paciente tras
una trombosis venosa sigue siendo todo un desafio. El riesgo de sangrado que
conlleva el tratamiento y el riesgo de recurrencia después de interrumpir el
tratamiento no se predicen, a nivel individual, facilmente.

Se sabe que la ETEV es una enfermedad compleja y multifactorial con una
heredabilidad estimada de alrededor del 50-60%(60,302). Sin embargo,
desgraciadamente ningiin marcador genético puede predecir con precision el
riesgo de recurrencia de esta enfermedad, probablemente, porque la mayoria de
pacientes tienen una predisposicion genética determinada por multiples variantes
genéticas, incluidos polimorfismos desconocidos. Por tanto, el riesgo trombético
de un paciente concreto, puede calcularse mejor por la suma de sus factores de
riesgo genético, o lo que es lo mismo, por la estimacion de su predisposicién
genética general.

En esta linea, surgio el concepto de “score” genético de riesgo (SGR) en la
ETEV, es decir, puntuaciones de riesgo genético de varios polimorfismos con el fin
de establecer un perfil de riesgo genético individual para predecir la recurrencia.

Entre los trabajos que han utilizado la metodologia del SGR para la
predicciéon de la ETEV recurrente destaca el de van Hylckama Vileg y
colaboradores(366) donde se estudio el valor predictivo de 31 SNPs. El uso de una
puntuacion de riesgo genético basada en los 5 polimorfismos mas fuertemente
asociados de manera individual y localizados en los locus ABO, Fu, F2, F5y FGG,
consiguio estratificar a los pacientes en funcidn de su riesgo de recurrencia. Tras
un seguimiento de 6 afnos de 4100 pacientes con un primer episodio de ETEV, la
incidencia acumulada de recurrencia fue elevada para los individuos con = 5 alelos
de riesgo (20.3%) y baja para los individuos con < 1 alelos de riesgo (9,4%). La
capacidad predictiva de este SGR fue similar tanto en ETEV provocada como no
provocada.

Este SGR fue validado en un estudio posterior(367) en el que ademas se
propuso un nuevo “score” con 8 polimorfismos (afiadiendo a los 5 polimorfismos

mencionados en el “score” anterior, 3 polimorfismos situados en los locus PAI-1,
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TFAM y ApoM) que mejoraba modestamente el rendimiento discriminatorio del
SGR anterior.

Se han realizado trabajos similares tanto en primer episodio(368,369) como
en recurrencia(37o) con resultados prometedores pero todavia no se ha
generalizado su uso en la practica clinica.

Gracias al desarrollo actual de las técnicas de secuenciacidon genética que
permiten el andlisis simultdneo de un gran numero de polimorfismos en menor
tiempo y con menos costes, quizda uno de los retos de la ETEV en la era de la
medicina personalizada que vivimos actualmente sea incorporar esta novedosa
herramienta a la toma de decisiones clinicas tal y como se ha hecho con éxito en
otras enfermedades. De esta manera se podra identificar a aquellas personas con
elevado riesgo de recurrencia y que por tanto se beneficiaran de un tratamiento

prolongado.
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Hipotesis y objetivos

>.1. HIPOTESIS

La ETEV, que comprende la TVP y el TEP, es un importante problema de
salud publica siendo la patologia vascular mas frecuente entre los 15 y los 50 afios
de edad. Se trata de una enfermedad cronica con una alta tasa de recurrencia, lo
que determina una morbi-mortalidad significativa y una mayor predisposicion al
desarrollo de SPT e HPTC que el episodio agudo. Pese a que la anticoagulacion
indefinida previene la recidiva, no esta exenta de riesgo de sangrado, por lo que
identificar aquellos pacientes con mayor riesgo trombotico es fundamental para
establecer la duracién optima del tratamiento y evitar efectos adversos, es decir,

recurrencias y hemorragias.

Para llegar a comprender los mecanismos de recidiva y cronicidad de esta
enfermedad es de vital importancia conocer su base genética. Se sabe que es una
enfermedad con un modelo de herencia genética multifactorial de gran
complejidad, sin embargo, la prediccion de la trombosis venosa recurrente con
variantes de riesgo genético individuales ha demostrado ser dificil y con
asociaciones débiles para variantes que estdn estrechamente asociadas con el
riesgo de primer evento que por otra parte son las tinicas que se han analizado

hasta la fecha.

La hipoétesis principal de esta tesis doctoral es que existen variantes
genéticas conocidas o no identificadas todavia que, de forma aislada o combinada,
pueden determinar un elevado riesgo de recurrencia en pacientes jovenes con un

episodio previo de ETEV.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1.

2.2.2.
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Los objetivos del presente estudio son:

OBJETIVO PRIMARIO

Identificar y caracterizar, en poblacion espafiola joven con un primer
episodio de ETEV, mutaciones especificas en genes que codifican proteinas
implicadas en el sistema hemostatico que influyan en el riesgo de

recurrencia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Disefiar un “score” de riesgo genético de recidiva en base a los

polimorfismos identificados inicialmente.

Analizar el impacto de las variantes genéticas en el riesgo de recidiva segin

fenotipo clinico.
Establecer haplotipos de riesgo para la recidiva de ETEV.

Conocer y analizar los distintos factores de riesgo para la recurrencia en

nuestra poblacién y su prevalencia.
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de cohortes retrospectivo y observacional, con
anadlisis caso-control anidado para valorar el riesgo de retrombosis asociado a genes

candidatos, es decir, genes previamente asociados con el riesgo de ETEV.

3.2. SELECCION DE PACIENTES

Pacientes con diagndstico de trombosis venosa profunda (de miembro
inferior o miembro superior) o embolismo pulmonar, derivados a Consultas
Externas o ingresados en el servicio de Medicina Interna del Hospital Clinico en

el periodo comprendido entre 1989 y 2017 y que cumplian los siguientes criterios:

3.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1. Raza caucasica.

2. Edad inferior a 50 afios.

3. Diagnéstico de enfermedad tromboembdlica mediante ecografia doppler o
flebografia en el caso de TVP y TAC vascular de arterias pulmonares o
gammagrafia pulmonar en el caso de TEP.

4. Seguimiento en Consultas Externas tras el episodio trombdtico inicial.

5. Consentimiento informado para participar en el estudio.

3.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Presencia de enfermedad croénica o neoplasica.
2. Afectacion exclusiva de territorio venoso superficial.
3. Trombosis en territorios inusuales (cerebral, mesentérica, portal u
obstruccion venosa retiniana).

4. Negativa para participar en el estudio.

3.2.3. RETIRADA DEL ESTUDIO

La participacion en el estudio fue totalmente voluntaria y los pacientes podian
retirarse del estudio en cualquier momento sin que ello modificara el trato y
seguimiento que de su enfermedad realizaron el médico ni el resto de personal
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sanitario.

3.3. RECOPILACION DE DATOS DE LOS PACIENTES

La obtencion de variables demograficas, antropométricas y clinicas, asi
como la obtencion de muestras biolodgicas, se realizé en la Sala de Hospitalizacion
de Medicina Interna del Hospital Clinico o en Consultas Externas del mismo
Servicio.

Al inicio del episodio, a los pacientes se les pautaba tratamiento
anticoagulante, inicialmente mediante fibrinolisis y/o heparina sodica o de bajo
peso molecular y AVK, heparina de bajo peso molecular (HBPM) o ACOD
posteriormente. La eleccion de un tipo u otro de tratamiento y la duraciéon del
mismo se basaba en las caracteristicas del paciente y del evento trombotico.
Adicionalmente si habian presentado TVP se les instruia en las medidas higiénico-
dietéticas apropiadas para evitar la aparicion de sindrome postrombético asi como
en el uso de medias de compresién (CLC1 o CLC2 segun tolerancia) durante al
menos dos afios tras el episodio agudo.

A los sujetos incluidos en el estudio se les realizo en la primera visita,
programada en los primeros 15 dias tras el evento inicial, determinacion de
medidas antropométricas, exploracion fisica e historia clinica completa
incluyendo factores de riesgo cardiovascular, antecedentes familiares de patologia
venosa y presencia de factores de riesgo tromboticos.

Ademads, una analitica basal a primera hora de la mafiana y tras al menos 8
horas de ayuno. Las muestras se analizaron mediante un auto-analizador segin los
protocolos del laboratorio del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los
andlisis incluian hemograma completo y bioquimica con perfil hepatico, perfil
renal, perfil lipidico, glucemia basal, homocisteina, vitamina Bi2, acido félico,
anticuerpos antinucleares (ANAs), anticuerpos anti-ADN de doble cadena (anti-
dsDNA) y parametros cldsicos de la coagulacion. La estimacion del filtrado
glomerular se calculé mediante la formula CKD-EPI.

A los pacientes se les hizo un seguimiento en C. Externas
aproximadamente al mes, a los 3 meses y a los 6 meses del evento inicial y

posteriormente visitas anuales salvo aparicién de complicaciones o necesidad de
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seguimiento mas estrecho. En cada visita se recogian signos y sintomas de SPT,
aparicion de clinica de TEP o retrombosis en miembros inferiores o superiores,
calidad de control de anticoagulacion (tiempo en rango terapéutico) asi como
analitica sanguinea con hemograma y perfil bioquimico. En el caso de TVP se
realizaba ecografia doppler de miembros previa a la retirada de anticoagulacion y
ecocardiografia transtordcica en el caso de debut como TEP e hipertension
pulmonar a los 6 meses de tratamiento anticoagulante. En aquellos pacientes de
alto riesgo de recurrencia y presencia de TEP, también se repitio la prueba de
imagen previa a la retirada de tratamiento.

A los 6 meses del evento agudo, en aquellos pacientes en los que se habia
retirado el tratamiento anticoagulante, se realizaba una determinacién de los
niveles de PC, PS y AT, presencia de anticuerpos antifosfolipido y anticoagulante
ltpico asi como estudio de la presencia de mutacidon FVL y disprotrombinemia. En
el caso de que todavia se mantuviera el tratamiento anticoagulante a los 6 meses
del evento agudo se les realizaba el estudio si el paciente se encontraba con HBPM
y si el tratamiento era AVK, se pasaba temporalmente al paciente a HBPM para la
realizacion del mismo retirdndose la heparina 24 horas previas a la extraccion. Los
ACOD se retiraban con antelacion ajustada a la vida media del farmaco. A las
gestantes se les realizaba el estudio tras pasar el puerperio, es decir, al menos 6
semanas después de la gestacion.

Desde el inicio del estudio, los pacientes eran instruidos acerca de la
sospecha de recurrencia y se les explicaba la importancia de consultar con los
responsables del estudio en tal caso.

Los pacientes fueron seguidos hasta la finalizaciéon del estudio salvo
pérdidas de seguimiento o muerte.

En cualquier momento del seguimiento y, tras la firma del consentimiento
informado del Biobanco INCLIVA para la donacion voluntaria de muestras
bioldgicas para investigacidon, por parte del paciente y del médico, se le realizaba
la extraccidn sanguinea para la realizacion de estudio genético. La sangre extraida
se recogia en tubos con 15% de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se

almacenaba en el Biobanco INCLIVA a 4°C para su andlisis posterior.
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Figura 36. Cronograma del seguimiento de los pacientes.

CRONOGRAMA

SEGUIMIENTO
3er MES

PRIMERA
VISITA

Historia Clinica Sintomas y signos de
Exploracién fisica recidiva
Analitica SPT
TRT
Analitica
+/- Doppler/TAC

Estudio genético

SPT: Sindrome postrombotico. TRT: Tiempo en rango terapéutico. TAC: tomografia axial
computerizada.

3.4. FENOTIPADO DE LOS PACIENTES

Los pacientes se fenotiparon en funcién de la etiologia y de la evolucion
clinica.
* Fenotipado etioldgico:
e Trombofilia hereditaria (TH) clasica (FVL, disprotrombinemia, déficit de
AT, PS y/o PC).
e Anticuerpos antifosfolipido.

e Sin TH conocida ni presencia de AAFL.
En el caso de que en un mismo paciente coexistiera la presencia de

trombofilia hereditaria clasica y AAFL se clasifico como AAFL dado el mayor riesgo

de ETEV que comporta su presencia.
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Fenotipado clinico:

e Control: paciente sin recidiva.

¢ (aso: paciente con 1 6 mas recidivas.

Al seleccionar pacientes con ETEV de la misma raza y caracteristicas

similares (edad, tipo de tratamiento, factores de riesgo implicados y evolucion) se

consiguio una certera definicion del fenotipo, imprescindible para la consistencia

del estudio.

3.5. VARIABLES DE INTERES

3.5.1.

3.5.2.

VARIABLES DEMOGRAFICAS

En cada paciente se recogieron los siguientes datos
Fecha de nacimiento.

Fecha del primer episodio de ETEV.

Sexo.

Edad en el momento del primer evento trombotico.

VARIABLES ANTROPOMETRICAS
Medicion de la talla: se realizo con un tallimetro estandar de brazo movil
con el sujeto descalzo. El paciente se coloca de espaldas al tallimetro,
apoyando los talones, nalgas y brazos y con los pies/tobillos juntos. El brazo
movil del tallimetro se desplaza hasta que se apoye sobre la cabeza,
formando un angulo recto con el brazo mévil del tallimetro y la horizontal
de la cabeza. El resultado se expresa en centimetros (cm).
Medicion del peso: Se utilizé una balanza de precisidon colocada en una
superficie firme y lisa. El sujeto se coloca en el centro de la misma, descalzo
y con la minima ropa posible. El resultado se expresa en kilogramos (Kg)
con un decimal, redondeando al valor de 100 gramos.
Indice de masa corporal: Se calcula mediante la férmula

IMC (Kg/m?) = peso (Kg)/(talla (m))*

g1
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3.5.4.
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Se considera un individuo con sobrepeso con IMC > 25 Kg/m* y obeso con

IMC > 30 Kg/m*(371).

VARIABLES INSTRUMENTADAS

Hipertension arterial: la presion arterial clinica se midié por medio de un
dispositivo semiautomdtico (OMRON M3 (HEM-7131-E), OMRON
HEALTHCARE Co., Ltd. Kyoto, Japan) utilizando un manguito apropiado
segun la circunferencia del brazo. La medida se realizé siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Europea de Hipertension(372).
Brevemente, se tomard en un ambiente tranquilo tras permanecer el
paciente sentado durante varios minutos. El paciente no debe haber fumado
ni tomado ninguna sustancia estimulante durante las dos horas previas a la
toma de la presion arterial. Se tomaron al menos dos medidas separadas uno
o dos minutos considerandose la media como valor de presion arterial
clinica. Solo en el caso de discrepancia significativa (10 mmHg) entre las
tomas, se hicieron medidas adicionales. Los sujetos se clasificaron como
hipertensos de acuerdo a las guias de la Sociedad Europea de Hipertension

Arterial(372) (PA en consulta > 140/90 mmHg).

VARIABLES CLINICAS

Tipo de evento tromboembolico

e TVP: definida por la presencia de clinica compatible y confirmacion por
ecografia doppler o flebografia. Se recogieron tanto las TVP de
miembros inferiores como miembros superiores. No se consideraron
aquellas que afectaban tinicamente a sistema venoso superficial o eran
de localizacion inusual.

e TVP MMII proximal: afecta a venas poplitea, venas femorales, iliacas y
vena cava inferior.

e TVP MMII distal: afecta a venas tibiales anteriores y posteriores,
peroneas, soleas y gastrocnemias.

e TEP: definido por la presencia de clinica compatible y confirmacion por
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TAC vascular de arterias pulmonares o gammagrafia pulmonar.

e TVP y TEP: pacientes que presentan los dos eventos definidos
anteriormente de manera simultdnea.

Factores de riesgo trombotico: se tuvieron en cuenta los siguientes

factores predisponentes de ETEV

e Inmovilizacién (incluyendo la derivada de hospitalizacion): >4 dias(314).

e Embarazo y puerperio (6 semanas tras el parto).

e (irugia mayor.

e Tratamiento hormonal.

e Viajes prolongados: duracién superior a 6 horas(314).

e Pardlisis de miembros inferiores.

¢ Insuficiencia venosa definida por clinica y exploracion fisica compatible.

e Enfermedad inflamatoria intestinal en fase de actividad.

e Infeccion aguda grave.

e Ejercicio de alta intensidad.

e Uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) en los 9o dias previos
a la fecha del evento trombético.

Antecedentes familiares: historia de ETEV en parientes de primer grado

(hijo/hija, hermano, padre o madre).

VARIABLES ANALITICAS

Preparacion de las muestras: las extracciones de los pacientes se
realizaron mediante puncion venosa de la vena cubital previa asepsia de la
misma, mediante el sistema “BD Vacutainer®”. Este sistema garantiza la
esterilidad e integridad de la muestra ya que la sangre del paciente pasa
directamente al interior de los tubos sin entrar en ningin momento en
contacto con el medio ambiente.

Se utilizaron los siguientes tubos:

e Azul citrato-plasma citratado.

e Malva EDTA-sangre EDTA.

e Quimica (Tapdn gel separador)-suero.
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Rojo 8,5 ml (Gel separador)-suero.

Determinaciones con sangre total:

Recuento de plaquetas: Se utilizaron muestras de sangre venosa
recogidas en tubos con EDTA como anticoagulante. Todas las
determinaciones fueron realizadas antes de transcurridas cuatro horas
desde la extraccion, siendo conservadas a temperatura ambiente (18-
202C) hasta el momento de su estudio.

Su determinacion fue realizada por el analizador “Sysmex XN-9100”. Los
analizadores de la serie XN utilizan impedancia para la mayoria de los
conteos de plaquetas. Cuando la exactitud en el conteo de plaquetas no
puede garantizarse por medio de la impedancia, el resultado es marcado
con una alarma. El XN realiza automaticamente un andlisis en un nuevo
canal usando un reactivo fluorescente y aumenta el tiempo de conteo
seis veces. En el nuevo canal de plaquetas fluorescentes, las plaquetas
son identificadas y contadas utilizando un colorante fluorescente de
oxazina, especifico para plaquetas, el cual tifie la superficie del reticulo
endopldsmico y la mitocondria plaquetaria. Esta identificacion celular
tiene una correlacion excelente con los anticuerpos monoclonales
CD41/CD61 y minimiza la interferencia por fragmentos de eritrocitos,
microcitos o fragmentos de leucocitos.

El rango de normalidad de la cifra de plaquetas en nuestro laboratorio

es de 150-400 mil/mm3.

Determinaciones con suero: las muestras se conservaron

herméticamente a temperatura ambiente durante un maximo de 8 horas

hasta que fueron procesadas o refrigeradas entre 2-8°C en los andlisis que

se demoraron 24 horas. Las determinaciones realizadas fueron:

Perfil lipidico: cifras de colesterol total mediante un test enzimatico
colorimétrico. Los resultados se comunicaron en mg/dl
estableciéndose el rango de normalidad entre 80-200 mg/dl.

Se consider6 dislipemia cifras de colesterol total > 200 mg/dl(314).
Glucemia: se realizé mediante un test por radiacion ultravioleta. Los

valores de referencia de los resultados se expresan en mg/dl siendo las
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cifras basales normales de 70-105 mg/dl. En aquellos pacientes que se
objetivaba una concentracion de glucosa en ayunas > 126 mg/dl se
solicitaba una segunda extraccion con determinacion de hemoglobina

glicosilada. Se consideraba diabético al paciente si la cifra de ésta era >

6.5%(373)

Determinaciones con plasma: Las muestras se obtuvieron en tubos

Vacutainer con Citrato Trisodico 0,129 M al 3,2% como anticoagulante, en

una proporcion de 1:9 (Volumen de Citrato: Volumen de Sangre) y fueron

centrifugadas para obtener un plasma pobre en plaquetas a velocidad de

1500 g, durante 15 minutos y a temperatura ambiente (18-24°C) para

procesarse dentro de las primeras cuatro horas de su extraccion.

Las determinaciones fueron procesadas en el autoanalizador ACL-TOP® 700

CTS de Werfen.

Estudio de Coagulacion basico: La metodologia de estas pruebas

coagulométricas, es la espectrofotometria, la cual esta basada en el

cambio de luz dispersada asociada a la formacién del codagulo de fibrina.

Se tuvieron en cuenta las siguientes pruebas incluidas en el estudio de

hemostasia basico:

o Tiempo de protrombina: para su determinacion se utilizo el reactivo
Recombiplastin 2G. Los rangos de normalidad son entre 9.4-12.5
segundos.

o Tiempo de tromboplastina parcial activado: para su procesamiento
se precisan dos reactivos el Synthasil aptt reac y el Calcium Chloride
0.20M. Los rangos de normalidad son entre 0,8- 1,2 ratio.

o Fibrinogeno derivado: se utiliz6 el mismo reactivo que para el TP. El
rango de normalidad en este parametro esta establecido entre 276-
471 mg/dL.

Estudio de hipercoagulabilidad: DD: Para su determinacion se utiliza el

“HemosIL D-Dimer HS 500" que es un inmunoensayo de particulas de

latex automatizado por el ACL TOP® 700 de Werfen. El rango de

normalidad estd establecido como <250 ng/mL.
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e Estudio de trombofilia plasmatica: Dicho estudio se determina en
plasma citratado en los analizadores ACL TOP® 700 de Werfen. En este
estudio se incluyen los siguientes parametros:

o AT funcional: El “Kit Antitrombina liquida” es una técnica basada en
un sustrato cromogénico sintético y una activacion del FXa. El nivel
de AT en el plasma de pacientes es medido automaticamente en los
sistemas de coagulacién IL en 2 etapas:

1. Incubacion del plasma con el reactivo FXa (FXa reagent) en
presencia de un exceso de heparina.

2. Cuantificacién de la actividad del FXa residual con un
sustrato cromogénico sintético (Chromogenic substrate). La
paranitroanilina liberada es medida cinéticamente a 405 nm
siendo su nivel inversamente proporcional a la actividad de
AT de la muestra.

El rango de normalidad oscila entre 70-120%.

o PC funcional amidolitica: su determinacion se basa en un test
cromogénico sintético que sigue los mismos principios del método
anterior pero en el que se utiliza el “Kit Proteina C” (Diluent, Protein
C activator y Chromogenic substrate). Los valores normales estan
comprendidos entre 50-100%

o PS antigénica total: se determina por aplicacién de una técnica de
inmunoensayo de particulas de latex automatizado para el que se
utiliza el “Kit Hemosil Free Protein S (C4BP Buffer, C4BP Latex y Anti
PS Mab Latex)”. Los valores de normalidad para la PS libre son entre
50-100%

e Estudio de trombofilia adquirida: Se llevo a cabo en el laboratorio de la
Unidad de Hemostasia y Coagulacion en los analizadores ACL TOP® 700
de Werfen. Dicho estudio incluy¢ las siguientes determinaciones:

o Anticoagulante Lupico: Los ensayos con el “Kit HemosIL dRVVT
Screen y HemosIL dRVVT Confirm” son productos de diagnodstico in
vitro cualitativos utilizados para la deteccion de AL en plasma

humano citratado mediante el método de veneno de vibora de
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Russell (TVVR/SCT) diluido en el sistema de coagulacién IL. Se usa
para la deteccion de AL (AAF que van dirigidos contra los
fosfolipidos) de carga negativa o contra complejos formados entre
fosfolipidos y proteinas (f2GPlo factores de la coagulacién como el
TP) que se detectan por su capacidad de prolongar el tiempo de
coagulacién en tests fosfolipido dependientes. El reactivo dRVVT

Screen es pobre en fosfolipidos, lo que le hace sensible al AL. La

cantidad adicional de fosfolipido bicapa presentes en dRVVT

Confirm neutraliza al AL dando tiempos de coagulacion mas cortos.

El veneno de vibora de Russell en presencia de Ca+2 activa

directamente el FX de la muestra. El resultado final se expresa como

la ratio normalizada de dRVVT, considerando el rango de
normalidad entre 0.8-1.2. Si los tiempos de coagulacion de dRVVT

Screen y Confirm estan prolongados, se recomienda realizar estudios

de mezcla para investigar déficits o inhibidores de factores. Si el

estudio de mezcla alarga, deberian realizarse estudios adicionales
para determinar la interferencia o el inhibidor especificos a los
factores de coagulacidn, o la posible interferencia en combinacion
con AL. Los ensayos dRVVT Screen y Confirm cuando se usan juntos,
cumplen con los requisitos de test integrado definidos en las
recomendaciones para la deteccidon de AL.
» Estudio de trombofilia hereditaria:
e Andlisis FVL:

1. Técnica de estudio: El estudio se realizo en sangre periférica total
(en tubo con EDTA como anticoagulante) mediante la técnica “High
Resolution Melting”(HRM) con la plataforma de reaccion en cadena de
la polimerasa a tiempo real, Light Cycler®48o0 II de ROCHE. Se trata de
un ensayo cualitativo in vitro que caracteriza la posicion 1691 del gen del
factor V. Las muestras se almacenaron entre 2 y 8°C para su
procesamiento a corto plazo (hasta 10 dias) o a -70°C si se iban a procesar

largo plazo.
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2. Extraccion de DNA a partir de sangre periférica: Se utilizo el kit de
sangre en extractor automadtico de acidos nucleicos: Maxwell® 16
(Promega). Previamente se realizo un Ficoll de donde se cogieron las
células polinucleadas para su extraccion.

3. Descripcion del método y amplificacion: Todos los reactivos
necesarios para la amplificacion estaban incluidos en el Kit Light
Cycler®480 HRM Master. Los reactivos ya estaban optimizados para el
ensayo y listos para usar. En cuanto a los primers utilizados para
amplificar el fragmento que abarca la posible variacion, habian sido
previamente disefiados mediante el software Primer.3.

Siempre se utilizé un control negativo para la deteccion de una posible
contaminacion en cada tanda de ensayo, asi como controles negativos
(WT) y positivos (HOMO/ HET) para confirmar los resultados
obtenidos. Se prepararon diluciones a (25ng/puL) tanto de los controles
como de las muestras a analizar.

La técnica “High Resolution Melting” es un método utilizado para la
identificacion de variaciones en las secuencias de acidos nucleicos. Se
basa en la caracterizacion de los productos de reaccion en cadena de la
polimerasa conforme al modo de disociacion de las hebras, es decir, las
variaciones en las secuencias son detectadas tanto por un cambio en la
Tmelting como por un cambio en la forma de la curva de disociacion.
Se basa en dos etapas fundamentales, primeramente se realiza una
amplificacion de los fragmentos diana, en presencia de un pigmento de
fluorescencia, en este caso el LightCycler ® 480 HRM Master.
Seguidamente tiene lugar la etapa de Melting, donde los fragmentos
amplificados se disocian y separan de sus cadenas originales. A
continuacion, se produce un choque de temperaturas, disminuyendo
hasta unos 40°C para que las cadenas que se habian separado con
anterioridad, se vuelvan a unir pero esta vez de forma aleatoria,
formandose los homoduplex (hibridos perfectamente emparejado) o
heterodaplex (hibridos no coincidentes). Posteriormente, se vuelve a

elevar gradualmente la temperatura hasta la Tm del fragmento de
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interés, de modo que la mitad del fragmento presenta sus hebras
separadas, exponiendo asi el pigmento fluorescente y en consecuencia,
al incidir el laser, se produce un cambio de fluorescencia capturado por
el instrumento. De este modo, se obtiene un perfil de curva de fusion
caracteristico del amplicon a estudiar, asi como su temperatura de
Melting. En la tabla 3 se muestran los resultados que se pueden

obtener para el andlisis de FV.

Tabla 3. Resultados posibles en el analisis del Factor V.

RESULTADO ALELO T ALELO 2
HOMOCIGOTO: Homoduplex 5-CAA-3 5-CAA-3
para la mutacion. 3-GTT-5 3-GTT-5%
WILDTYPE: Homoduplex sin la 5 -CGA-3 5-CGA-3
mutacion. 3-G6CT-5 3-GCT-5
HETEROCIGOTO: Homoduplex 5-CGA-3 5-CAA-3
y Heteroduplex con la variante. 3-GCT-5 3-GTT-5

Andlisis mutacién de la protrombina:

1. Técnica de estudio: El estudio se realizo en sangre periférica total
mediante la técnica HRM con la plataforma de reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo Real, Light Cycler®48o Il de ROCHE. Se trata de un
ensayo cualitativo in vitro que caracteriza la posicion 20210 del gen de la
protrombina humana.

2. Extraccion de DNA a partir de sangre periférica: se utilizo el kit de
sangre en extractor automadtico de acidos nucleicos: Maxwell® 16
(Promega). Previamente se realizo un Ficoll de donde se cogieron las
células polinucleadas para su extraccion.

3. Descripcion del método y amplificacion:

Todos los reactivos necesarios para la amplificacion estaban incluidos
en el Kit Light Cycler®480 HRM Master. Los reactivos ya estaban

optimizados para el ensayo y listos para usar.
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En cuanto a los primers utilizados para amplificar el fragmento que
abarca la posible variacion, fueron previamente disefiados mediante el
software Primer.3.
Siempre se utilizé un control negativo para la deteccion de una posible
contaminacion en cada tanda de ensayo, asi como controles negativos
(WT) y positivos (HOMO/ HET) para confirmar los resultados
obtenidos. Se preparan diluciones a (25ng/pL) tanto de los controles
como de las muestras a analizar.
Por tanto, los resultados que se pueden obtener para el analisis del factor
IT (FIT) son los siguientes:
- WT: NO MUTADO; en ambos alelos, el nucledtido WT(G) esta
presente en la posicion 20210 del gen del factor II.
- MUT: MUTADO HOMOCITOGO; en ambos alelos, el nucleétido
mutado (A) esta presente en la posicién 20210 del gen del factor II.
- HET: MUTADO HETEROCIGOTO; un alelo lleva el nucledtido
WT (G) y un alelo lleva el nucleétido mutado (A) en la posicion

20210 del gen del factor IL

6. VARIABLES EVOLUTIVAS

Durante la evolucion se recogieron las siguientes variables:

» Recidiva: se define recidiva (tanto de TVP como de TEP) como aquellos
eventos que ocurren después de un ciclo inicial de tratamiento
antitrombético adecuado para un primer evento tromboembolico(374).
Siguiendo las recomendaciones de la ISTH(321), en pacientes con sospecha
de recurrencia trombdtica usamos un esquema diagndstico basado en una
escala de prediccidn clinica validada, dimero D y prueba de imagen:

e TVP: de eleccidon la ecografia doppler considerando la presencia de un
nuevo segmento venoso no compresible como principal criterio
diagnoéstico. En el caso de una TVP recurrente ipsilateral en un
segmento previamente anormal consideramos recidiva si el didmetro de
la vena era > 4mm, entre 2-4 mm se repetia la ecografia a los 7 dias y se

consideraba recidiva si entonces era > 4 mm, si era < 2 mm solo se
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repetia la ecografia a los 7 dias en aquellos pacientes con alta
probabilidad clinica de recurrencia.

e TEP: la prueba de imagen preferible en pacientes con sospecha de TEP
recurrente fue el angio-TAC pulmonar y utilizamos los mismos criterios
que en pacientes sin antecedentes de TEP previo, es decir, se considerd
como diagnostico un defecto de llenado central u oclusion completa de
ramas segmentarias o mas proximales de las arterias pulmonares, un
defecto de llenado de > 2,5 mm o un defecto de perfusion de > 75% de
un segmento con ventilacion normal.

Hemorragia: en caso de sangrado consideramos

e Hemorragia mayor(375):

o Sangrado fatal y/o

o Sangrado sintomdtico en un d4rea u organo critico como
intracraneal, intraespinal, intraocular, retroperitoneal,
intraarticular, pericardico o intramuscular asociado a sindrome
compartimental y/o

o Sangrado que produzca una caida de la hemoglobina > 2 g/dl
(1,24 mmol/l) o que precise de la transfusion de > 2 concentrados
de hematies o sangre total.

e Hemorragia clinicamente relevante no mayor(376), cualquier signo o
sintoma de hemorragia que no se ajuste a los criterios de hemorragia
mayor pero que cumpla al menos uno de los siguientes:

o Requiera la intervencién o valoracion médica de un profesional
sanitario.
o Conduce a la hospitalizacién o un mayor nivel de atencion.

¢ Hemorragia menor cuando no se cumplen los supuestos de hemorragia
mayor o hemorragia clinicamente relevante no mayor.

Sindrome postrombdtico: la existencia y severidad del sindrome

postrombdtico se evalué mediante la escala de Villalta(377,378).

Muerte
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3.6. GENOTIPADOY SELECCION DE POLIMORFISMOS

El DNA se extrajo de leucocitos de sangre periférica (5-10 ml) y
posteriormente se purificd segun el procedimiento estandard (Chemagic Magnetic
Separation Module [, Chemagen Biopolymer-Technologie AG, Arnold-
Sommerfeld-Ring 2-D52499 Baesweiler Germany)(Figura 37)(379).

Figura 37. Chemagic magnetic separation module I.
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Cortesia de PerkinElmer chemagen Technolgie GmbH.

Durante todo el procedimiento se realizaron los controles de calidad
oportunos para no comprometer los resultados. El ADN extraido cumplia los

siguientes requisitos:

= Libre de inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa.

* No contaminado con otros ADN (humanos o de otros organismos).

* No degradado.

Los genes que se secuenciaron fueron: F2, CYP4V2, Fs5, F11, FGA, FGG, FGB

GP6, SERPINC1 y PAIL. Se estudid el promotor (unas 1000 bp) y todos los exones y
regiones intronicas contiguas de estos genes. En total se amplificaron todos los
exones y 2 fragmentos adicionales de los genes y se secuenciaron en ambos
sentidos. Para el disefio de los fragmentos se tuvo en cuenta los polimorfismos
descritos hasta el momento en la bibliografia seleccionando aquéllos que fueran o
pudieran ser funcionales y hubieran sido descritos mediante el HapMap2 vy,

fragmentos no descritos previamente identificados al hacer el andlisis de los genes.
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El disefio se hizo para el estudio con el sistema GS Junior 454 (Roche, Suiza) de
NGS mediante secuenciacion de amplicones de hasta 500 bp.

Los datos se analizaron con el software SNP calling (GS Junior
Bioinformatics Software v2.5, Roche, Suiza) mediante el cual obtuvimos
informacion sobre las variantes de cada SNP asi como el genotipo. En un 10% de
pacientes se repitio el genotipado para asegurar los resultados. El alineamiento se
realiz¢é frente al genoma GRCh38 (www.ensembl.org). Se realiz6 una base de datos

con las variantes identificadas y el genotipo de cada una de las muestras analizadas.

3.7. TAMANO MUESTRAL

En este tipo de estudios, es decir, estudios de asociacidon genética donde se
pueden identificar varios polimorfismos con efectos y frecuencias diferentes, es
dificil calcular el tamafio muestral minimo para detectar verdaderas asociaciones.
Asi, el tamafio muestral necesario para detectar asociacidon entre una variante
genética y una afectacion o enfermedad depende de la frecuencia con la que esa
variante se expresa y del incremento en la susceptibilidad para la enfermedad que
confiere. Este concepto tedrico nos aclara por qué es tan dificil calcular el tamafio
muestral antes de realizar el estudio, porque a priori no conocemos los principales
factores para determinarlo y nos tenemos que basar en suposiciones. En general se
asume, que cuanto mayor sea el tamafio muestral, mayor serd la posibilidad de
encontrar asociaciones significativas verdaderas.

Nuestro trabajo es un estudio retrospectivo unicéntrico derivado de la
practica clinica habitual por lo que cuenta con una muestra de 330 sujetos, 181
hombres y 149 mujeres. De éstos, 263 cuentan con muestra bioldgica para estudio
genético.

Segun el fenotipo evolutivo, en nuestra muestra de 330 sujetos contamos

con 72 (21,8%) casos y 258 (78,2%) controles.
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3.8. PODER ESTADISTICO

Para el calculo del poder estadistico se utilizo el software gratuito “Genetic
Associacion Study (GAS) power calculator” teniendo en cuenta un cociente
caso/control de 0.28 (72 casos/258 controles), un nivel de significacion alfa 0.05y
considerando un modelo aditivo. Las estimaciones del poder estadistico en funcion
de la prevalencia estimada de recidiva, de la frecuencia del alelo menor en los casos

y del riesgo relativo asociado a los genotipos se muestran en las siguientes figuras.

Figura 38. Poder estadistico en funcion de la prevalencia.
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Figura 39. Poder estadistico en funcion de la frecuencia en el alelo menor en los

casos.
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Figura 40. Poder estadistico en funcion del riesgo relativo asociado a los

genotipos.
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Si consideramos una prevalencia estimada de recidiva de ETEV a los 5 afios
del 25% (referencia), un riesgo relativo de 1.5 o superior y una frecuencia estimada
del alelo menor en los casos de 0.17 o superior segin nuestros datos, el poder
estadistico es ligeramente inferior a 0.7, si bien es superior a 0.8 en aquellas

variantes con una frecuencia de alelo menor superior a 0.3.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Previo al andlisis estadistico, se informatizaron los datos y se depuraron, con
el fin de eliminar errores y detectar valores extremos.

Dentro del andlisis estadistico diferenciamos entre el analisis general y el
andlisis genético. Se incluye también un apartado con el analisis funcional de los

SNPs.

3.9.1. ANALISIS ESTADISTICO GENERAL

Para las variables cuantitativas, se calculd la media y la desviacion tipica
comprobandose la normalidad de las variables mediante el histograma y la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Las variables cualitativas se expresaron en numero
entero y porcentaje.

El estudio de las diferencias entre variables cuantitativas se realiz6 mediante
la prueba t-Student para comparar medias de dos grupos independientes (previa
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la determinacion de la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene),
y el test de ANOVA para la comparacion de medias de mas de dos grupos. Para la
comparacion de las variables cualitativas se utiliz6 el Chi-cuadrado.

Aunque se tuvo en cuenta la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples, dado que se trata de un estudio en genes candidatos, se consider6 que
las diferencias halladas eran estadisticamente significativas cuando el p-valor era

menor de 0.05.

3.9.2. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS POLIMORFISMOS

De los SNPs conocidos, describimos el cromosoma, el gen, la posicion y la
region donde se encuentran asi como el alelo menor y la frecuencia del mismo. En
cuanto a los nuevos SNPs no descritos y hallados al realizar el andlisis de los genes,
indicamos el cromosoma, el gen, la posicién y el cambio que condicionan, bien
cambio de aminodcido en la proteina o bien splicing [escision de los intrones o
region no codificadora del transcripto de acido ribonucleico (ARN) mensajero
primario y los exones]. La version del genoma usado fue la Gch38.

Se consulté la pagina web SNPnexus (https://www.snp-nexus.org)(380)
para analizar e interpretar las consecuencias funcionales de las variantes descritas.

Los posibles efectos fueron:

* Intron (intrén): regién no codificante y que no forma parte del ARNm
maduro.
»  Upstream (aguas arriba): marca la direccion de la sintesis y la traduccion de

ARNm desde el extremo 3 hasta el extremo 5.

= Missense (mutacidon con cambio de sentido, de sentido erréneo o
contrasentido): mutacién puntual no sinénima en la cual se produce un
cambio de un tnico nucledtido provocando la aparicion de un codén que
codifica para un aminodcido diferente.

* Downstream (aguas abajo): marca la direccién de la sintesis y la traduccion

de ARNm desde el extremo 5 hasta el extremo 3.

* Tf binding site (sitios de union a factores de transcripcion): regiones que

modulan la expresidn génica al unirse a regiones promotoras de genes o a

regiones distales denominadas potenciadores.
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= Regulatory region variant (Region reguladora): segmento de ADN donde las
proteinas de union al ADN, tales como los factores de transcripcion, se ligan
preferentemente.

» Non coding transcritp variant (variante no codificante): ARN que no se
traduce en una proteina. Incluyen ARN de transferencia, ARN ribosomal y
microRNAs.

* Non coding transcript variant exon (variante de exén de transcripcién no
codificante): variante de secuencia que cambia la secuencia del exén no
codificante en una trasncripcidon no codificante.

* Synonymous (sindénima): sustitucion evolutiva de una base por otra en un
exon de un gen que codifica una proteina, de modo que la secuencia de
aminoacidos producida no se modifica.

» 3 prime UTR (tres regiones principales no traducidas): seccion del ARNm
que sigue inmediatamente al codon de terminacion de la traduccion. El 3°-
UTR a menudo contiene regiones reguladoras que influyen en la expresion

génica postranscripcional.

La asociacion de las variantes con fenotipos clinicos asi como los estudios
de asociacién de genoma completo en los que han sido testados, se analizo también
por SNPnexus (https://www.snp-nexus.org)(380).

Para finalizar la caracterizacion de nuestros SNPs, estudiamos las vias
metabolicas en las que participaban y consultamos la base de datos reactoma

(https://reactome.org)(381), base de datos online de vias y procesos bioldgicos.

3.9.3. ANALISIS ESTADISTICO GENETICO

Para el andlisis estadistico genético, aunque se utilizé el modelo aditivo
como el de referencia, también se consideraron otros modelos como el recesivo y
el dominante.

Se excluyeron aquellos individuos que tenian una tasa de genotipado menor
del 90% y aquellos polimorfismos con una tasa baja de genotipado (menor del
90%).

Se calculé si los diferentes polimorfismos estudiados se encontraban en
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equilibrio de Hardy-Weinberg para evitar errores en la interpretaciéon de los
resultados.

En el caso de polimorfismos situados en regiones cromosomicas proximas,
se calculo el LD. En nuestro estudio, se excluyeron aquellos polimorfismos con alto

LD y por tanto colinealidad.

3.9.3.1. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON EL FENOTIPO
Calculamos las frecuencias del alelo menor de cada SNP para los diferentes
grupos fenotipicos es decir, grupo 1 ¢ trombofilia hereditaria, grupo 2 0
antifosfolipido y grupo 3 ¢ sin trombofilia hereditaria ni antifosfolipidos.
Posteriormente analizamos si habian diferencias, para cada SNP, entre cada grupo
con respecto a los otros 2 utilizando la prueba estadistica Chi cuadrado.
La magnitud de asociacién entre el alelo menor y cada uno de los fenotipos

se valoré mediante la OR estimada y los IC.

3.9.3.2. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON RECIDIVA

Se utilizo la regresion logistica para evaluar el efecto de cada SNP en la
probabilidad de recidiva ajustandose por aquellas variables que se consideraron
clinicamente significativas (edad, sexo, fenotipo, IMC cuantitativo, tiempo de
anticoagulacion cuantitativo y localizacion de trombosis).

Para detectar si existia alguna relacién entre el riesgo de que se produjera la
recidiva en un momento dado y la presencia de un determinado SNP, se utilizo la
regresion de Cox. Se ajusto también por las variables explicativas e independientes,
previamente descritas y consideras como clinicamente significativas (edad, sexo,
fenotipo, IMC cuantitativo, tiempo de anticoagulacion cuantitativo y localizacion

de trombosis).

3.9.3.3. ASOCIACION DE LOS HAPLOTIPOS CON RECIDIVA

Tras los analisis realizados con los SNPs de manera individual, se estudiaron
los haplotipos teniendo en cuenta los principales SNPs asociados en el andlisis
individual.

Se utilizo un enfoque de asociacion proxy que implica:
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» Hallar marcadores de flanqueo y haplotipos que estén en fuerte

desequilibrio de vinculacion con el SNP de referencia vy,

= Probar la asociacion con recidiva de estos haplotipos o proxies.

De esta manera conseguimos validar técnicamente los resultados del
estudio de los SNP de manera individual al obtener haplotipos que mostraran
resultados similares.

El estadistico D '(definidos como la medida del desequilibrio del enlace, D,
dividido por el maximo teorico para las frecuencias alélicas observadas) se utilizd
para medir el LD. Las frecuencias de los haplotipos se estimaron mediante el

algoritmo de maximizacion de expectativas.

3.9.3.4. “SCORE” DE RIESGO GENETICO

Se analizaron los 2 tipos de “score” que se detallan a continuacidn:

= “Score” ponderado: se calcula el logaritmo de la OR de la regresion
logistica ajustada obteniéndose un valor de “score” para cada polimorfismo.
Para obtener el “score” asignado a cada individuo, se multiplica el namero
de alelos de riesgo (0, 1 6 2) que posee este individuo del polimorfismo
estudiado por el “score” de ese polimorfismo y se divide por el numero total
de polimorfismos estudiados en dicho individuo. De esta manera se obtiene
un valor ponderado de “score” para cada individuo. El “score” se desarrollo
utilizando la mitad aleatoria de la poblacion (“training sample”) y
posteriormente se testo en la otra mitad (“test sample”). Debido al pequefio
tamafio muestral y tratarse de un estudio en genes candidatos, se decidio
utilizar finalmente, este test en toda la poblacion.

= “Score” por namero de alelos: se basa en un contaje simple del numero

de alelos de riesgo de cada individuo. Cada alelo recibe un valor de 1.

Segiin los valores de “score” ponderado o por numero de alelos
respectivamente, dividimos a la poblacidn en tertiles y analizamos las diferencias
en cuanto al porcentaje de recidivas mediante el Chi-Cuadrado. También
investigamos las tendencias entre grupos con la prueba Chi-cuadrado tendencia

(test no paramétrico).
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Estos estudios se realizaron tanto en el total de la poblacion de estudio
dividida en tertiles, como en cada uno de los grupos fenotipicos definidos
previamente.

Se consider6 que las diferencias halladas eran estadisticamente

significativas cuando el p-valor era menor o igual a 0.05.

3.9.3.4.1. CAPACIDAD PREDICTIVA DEL “SCORE”
Con el fin de averiguar si los “scores” propuestos en este trabajo son utiles
para predecir la recidiva y ayudar a la toma de decisiones clinicas, calculamos las

curvas ROC (“Receiver Operating Characteristic”) y el area bajo la curva (AUC).

3.9.3.4.2. RIESGO DE RECIDIVA EN FUNCION DEL “SCORE”

Se calcularon las curvas de supervivencia basadas en el modelo de Cox
ajustado por las variables comentadas previamente. Se obtuvieron las curvas de
cada “score” propuesto, estudiando las diferencias que existian entre los tertiles de
poblacidn obtenidos segtn el valor del “score”.

Se analizé la capacidad predictiva del “score” al tener en cuenta la variable

tiempo, con el estadistico C de Harrell o indice de concordancia C.

El andlisis descrito, se realizo con el paquete estadistico SPSS, version 28
para Mac (Statistical Package for the Social Sciences, International Business
Machines, Inc., Armonk, New York, USA) y el programa STATA/MP 14.2 (Stata
Corp, 4905 Lakeway Drive, College Station, Texas, 77845, EEUU).

Las pruebas de asociacion de los SNPs de manera individual, se realizaron
con el programa de wuso libre PLINK (Purcell S et al, 2007)(
http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/) en su version vioy. El programa se
complementd con la aplicacion R ((https://www.r-project.org/), paquete survival
(plinkCoxSurv), para la realizacion de la regresion de Cox.

Los haplotipos se calcularon utilizando Haploview version 4.1(382).

110



Material y métodos

3.10. ASPECTOS ETICOS

Este trabajo ha sido aprobado por el Comité Cientifico Interno de la
Fundacion de Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia -
Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA (31/07/2017) asi como por el Comité
Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia
(07/09/2017).

Todos los participantes en el estudio firmaron, previa a la inclusidon en el
mismo, el Consentimiento informado para la donacién voluntaria de muestras
bioldgicas para investigacion obtenidas en el curso de procedimientos quirurgicos,
terapéuticos o diagnosticos Biobanco INCLIVA.

Con el fin de desvincular los datos de interés con los datos personales,
previo al analisis estadistico, se procedio a la seudonimizacion de los pacientes

asignandoles un c6digo a cada uno de ellos.

3.11. FINANCIACION

Este proyecto de investigacion no ha requerido de financiacion externa. Los
datos obtenidos en la exploracion fisica, la determinacion de las medidas
antropométricas asi como la analitica sanguinea basica con funcion renal y perfil
lipidico se obtuvieron dentro de la practica clinica habitual realizada en la Consulta
Monografica de Enfermedad Tromboembdlica del S. De Medicina Interna del
Hospital Clinico de Valencia. Todo el instrumental utilizado es propiedad del
Hospital Clinico Universitario de Valencia.

El analisis genético fue financiado por los propios fondos de investigacion
del grupo de investigacion de la Consulta Monogrifica de Enfermedad

Tromboembolica del S. de Medicina Interna del Hospital Clinico de Valencia.
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Resultados

4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION

4.1.1. CARACTERISTICAS EN FUNCION DE LA RECIDIVA

Se incluyeron en el estudio 330 pacientes con diagndstico de trombosis
venosa profunda [edad media de 35.8 + 8.9 afios, 149 (45.2%) mujeres]. Setenta y
dos pacientes tuvieron al menos una recidiva durante el periodo de seguimiento,
lo que supone una incidencia de recurrencia de 41.2 por 1000 personas-afio. Las
principales caracteristicas de la poblacion de estudio, segtn la presencia o no de
recidiva, se muestran en la tabla 4.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes que
recidivaron frente a los que no en cuanto a edad y sexo.

En cuanto a la presencia de factores de riesgo cardiovascular, un 5.2% eran
hipertensos, 3.3% diabéticos y 7.9% dislipémicos, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con o sin recidiva. Tampoco hubieron diferencias
significativas en cuanto al IMC ni al porcentaje de obesos.

La forma mas frecuente de presentaciéon fue como TVP de miembros
inferiores (294, 89.1%), fundamentalmente proximal (268, 81.2%). En 100 (30.3%)
pacientes coexistia TEP en el momento del diagnodstico. Estos datos fueron
similares en ambos grupos de estudio.

En 82 pacientes (24.8%) se constato la presencia de TH, en 34 (10.3%) AAFL
y en mas de la mitad de los pacientes (179, 54.2%) no se hallaron datos de TH ni
presencia de AAFL. No se hallaron diferencias, estadisticamente significativas de
los distintos fenotipos entre el grupo de recidiva frente al que no.

Al analizar el tipo de tratamiento, observamos que 146 (44.2%) pacientes
recibieron tratamiento 6 + 3 meses mientras que 168 (50.9%) lo hicieron de manera
indefinida, siendo mas frecuente el tratamiento indefinido en el grupo de pacientes
con recidiva frente al que no (61.1% frente a 48.1 respectivamente, p-valor < 0.05).
También encontramos diferencias, estadisticamente significativas, en cuanto al
tiempo de seguimiento que fue superior en los pacientes que presentaron recidiva,
tanto la media (106.3 * 73.8 frente a 52.5 + 52.7, p-valor < 0.001) como la mediana

(37.5  52.7 frente a 104 + 73.8, p-valor <0.001).
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Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion en funcién de la recurrencia.

Edad
Sexo masculino
IMC
HTA
DM
DL
Caracteristicas 1er episodio
TVP MMII
TVP MMII proximal
TVP MMSS
TEP + TVP
TEP
TH
AAFL
No TC no AAFL
Tratamiento
6+3 meses
Indefinido
Media meses seguimiento

Mediana meses seguimiento

Todos (n=330) Recidiva SI (n=72) Recidiva NO (n=258)

35.8+ 8.9

181 (54.8)

26.6 £ 5.1
17 (5.2)
1 (33)
26 (7.9)

294 (89.1)
268 (81.2)
21 (6.4)
100 (30.3)
12 (3.6)
82 (24.8)
34 (103)
179 (54.2)

146 (44.2)
168 (50.9)
64.2 + 61.9
43.5 = 61.9

35.6+9.7

41 (56.9)

26.9 £ 5.1
4(5.6)
1(1.4)
6(8.3)

67 (931)
64 (88.9)
3(4.2)
27 (37:5)
2 (2.8)
23 (31.9)
10 (13.9)
36 (50)

24 (333)
44 (61.1)

106.3 + 73.8
104 + 73.8

35.9 + 8.8
140 (54.3)
26.5 £ 5.2
13(5)
10 (3.9)
20 (7.8)

227 (88)
204 (79.1)
18 (7)
73 (283)
10 (3.9)
59 (22.9)
24(9.3)
143 (55.4)

122 (47.3)
124 (48.1)
52.5 + 52.7
37.5+52.7

p-valor

0.79
0.69

0.54
0.86
0.50
0.86

0.22
0.14
0.39
013

0.66
0.20
0.15

0.10

<0.05
<0.05
<0.001

<0.001

Resultados expresados en media + desviacion estandar o numero absoluto y porcentaje.

IMC: indice de masa corporal. Obesidad: IMC >30 Kg/m®. HTA: hipertension arterial. DM: diabetes
mellitus. DL: dislipemia. TVP MMII: trombosis venosa profunda de miembros inferiores. TVP
MMSS: trombosis venosa profunda miembros superiores. TEP: tromboembolismo pulmonar. TH:
trombofilia hereditaria. AAFL: anticuerpos antifosfolipidos.

En relacion a los parametros de la analitica basal analizados en la poblacion

de estudio, se aprecian diferencias estadisticamente significativas en los valores de

leucocitos, plaquetas y proteinas totales que fueron mas elevados en el grupo de

recidiva mientras que la glucemia basal fue significativamente inferior en este

grupo respecto al otro (Tabla 5).
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Tabla 5. Parametros analiticos basales de la poblacion segun la recurrencia.

Todos (n=330) Recidiva SI (n=72) Recidiva NO (n=258) p-valor
Hematies [x10e12/L] 4.4+ 71 4.4+ 6.2 4.4+7.32 0.43
Leucocitos [x10e9/L] 111 + 10.4 13.3+15.9 10.5 = 8.21 <0.01
Plaquetas [x10e9/L] 247.10 + 99.1 252.7 £ 179.7 245.5 £ 96.1 <0.05
Fibrindgeno [g/L] 8+ 48 5.1+ 1.8 8.8+ 54.7 0.39
Dimero D [ng/ml] 1469.3 £ 3266.9  1300.9 * 1985.1 1512.4 + 3524.6 0.59
Glucosa [mg/dl] 102.42 * 37 97.19 + 23.7 103.8 +39.8 0.05
Urea [mg/dl] 30.36 £10.8 3172 £ 11.8 29.9 £10.5 0.37
Creatinina [mg/dl] 0.8+ 0.3 0.9 03 0.9%0.3 0.53
Colestero total [mg/dl] 194.1 £ 44.6 190.3 + 46.2 195.2 = 44.2 0.49
HDL colesterol [mg/dl] 49.33 £ 24.7 47.96 £ 24.5 49.7 £ 24.8 0.85
LDL colesterol [mg/dl] 1233 + 36.5 126.9 = 37.6 122.3 + 36.2 0.72
Triglicéridos [mg/dl] 139.9 + 78.4 138.9 = 72.5 140.2 + 80.1 0.76
Proteinas totales [g/dl] 73% 4.2 85+9.5 7+ 0.6 <0.001
VSG [mm/hora] 31.7 £ 27.1 35 +30.3 30.7 + 26 0.22
PCR [mg/L] 44.6 £ 66 42.4 £ 55.1 45.2 = 68.9 0.34
Homocisteina [mmol/L] 133+ 9.2 12.9 + 6.8 13.4+ 9.8 0.57

Resultados expresados en media + desviacion estandar.
VSG: velocidad de sedimentacidn globular. PCR: Proteina C reactiva.

En el siguiente grafico (Figura 41) presentamos una relacion de los factores
de riesgo trombotico que presentaron nuestros pacientes en orden de frecuencia
creciente.

Los mas frecuentes en nuestra poblacion fueron los AINES, el tratamiento

hormonal y la inmovilizacion.

Figura 41. Porcentaje de factores de riesgo adquiridos en la poblacidn.

Factores de riesgo trombotico
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Cirugia
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Tratamiento hormonal
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X
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EIl: enfermedad inflamatoria intestinal. AINES: antiinflamatorios no esteroideos.
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No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas, en la
distribucidn de los factores de riesgo entre el grupo de pacientes que recidivaron

frente al que no lo hizo (Tabla 6).

Tabla 6. Factores de riesgo adquiridos en funcion de la recurrencia.

Todos (n=330) Recidiva SI (n=72) Recidiva NO (n=258) p-valor
Paralisis 5 (1.5) 2 (2.8) 3 (1.2) 0.32
EIl 7 (2.1) 1(1.4) 6(2.3) 0.63
Viaje > 4 horas 14 (4.2) 1(1.4) 13 (5) 0.17
Embarazo y puerperio 17 (5.2) 4 (5.6) 13 (5) 0.86
Ejercicio 27 (8.2) 6(8.3) 21 (8.1) 0.96
Infecciones 28 (8.5) 7(9.7) 21 (8.1) 0.67
Cirugia 45 (13.6) 10 (13.9) 35 (13.6) 0.94
Insuficiencia venosa 52 (15.8) 12 (16.7) 40 (15.5) 0.81
Inmovilizaciéon 58 (17.6) 10 (13.9) 48 (18.6) 0.35
Tratamiento hormonal 77 (23.3) 16 (22.8) 61 (23.6) 0.80
AINES 98 (29.7) 21 (29.2) 77 (29.8) 0.91

Resultados expresados en media + desviacion estandar o numero absoluto y porcentaje.
EIl: enfermedad inflamatoria intestinal. AINES: antiinflamatorios no esteroideos.

A continuacidn, se presenta el numero de factores de riesgo que presentd
cada paciente de manera simultanea (Figura 42).

Al contrario de lo que cabria esperar, la mayor parte de ellos presentaba
unicamente 1 factor de riesgo o eran trombosis no provocadas. En menos del 10%
de la muestra se presentaban 2 factores de riesgo asociados. No hubo diferencias

entre pacientes con recidiva o sin ella.

Figura 42. Numero de factores de riesgo asociados en cada paciente.

Ne factores de riesgo

Ho

m1
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4.1.2. CARACTERISTICAS SEGUN FENOTIPO CLINICO

Al agrupar a los pacientes en funcién de su fenotipo, observamos una
incidencia de recurrencia de 4.31, 1.74 y 4.77 por 1000 personas-afilo para los
pacientes con TH (fenotipo 1), AAFL (fenotipo 2) y sin TH ni AAFL (fenotipo 3),
respectivamente.

En el grupo de pacientes con fenotipo 1, la distribuciéon de las distintas

variantes de trombofilia hereditaria clasica se observa en la figura 43.

Figura 43. Distribucion de trombofilia hereditaria cldsica en la poblacion.

Trombofilia hereditaria (n=82)

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%
i »
0% .
FVL PS 20+

G20210A PC ATIII

FVL: factor V Leiden. G20210A: mutacién del factor II. PC: déficit de proteina C. PS:
déficit de proteina S. ATIIL: antitrombina.

Analizamos las caracteristicas basales de los pacientes segtn el fenotipo y
observamos diferencias significativas en la edad que fue significativamente mayor
en el fenotipo 3 (33.6 + 9.4, 33.8 + 9.7 y 36.6 £ 8.5, para los fenotipos 1, 2 y 3,
respectivamente).

No observamos diferencias significativas en cuanto al sexo.

Las principales caracteristicas de la poblacion, segun el fenotipo, se
muestran en la tabla 7.

No hubo diferencias significativas en cuanto al IMC, la presencia de

obesidad, HTA, DM o DL entre los 3 grupos analizados.
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Nuevamente la forma mas frecuente de presentacion fue como TVP MMII
proximal, sin diferencias significativas entre los grupos. Alrededor de un 30% de
pacientes en cada grupo debuté como TVP y TEP.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
grupos en cuanto al porcentaje de recidiva pero si en cuanto al tipo de tratamiento
y la media de seguimiento, siendo mas frecuente el tratamiento indefinido y mayor
la media de seguimiento en los pacientes con AAFL.

Al analizar las medianas no observamos diferencias significativas entre los
3 grupos en cuanto al tiempo de seguimiento, aunque si para la mediana de
seguimiento del grupo fenotipico 3 (no trombofilia hereditaria no AFFL) y el grupo

fenotipico 2 (AAFL) (p-valor = 0.05) (Figura 44).

Tabla 7. Caracteristicas de la poblacion segun el fenotipo clinico.

TH (n=82) AAFL (n=34) No TH No AAFL (n=179) p-valor

Edad 33.6+9.4 33.8+9.7 36.6 + 8.5 <0.01
Sexo masculino 45 (54.9) 13 (38.2) 99 (53.3) 018
IMC 26.3* 4.9 27.9 £ 5.9 261+ 4.8 0.17
Obesidad 9 (20) 8(381) 20 (18.52) 0.13
HTA 3(37) 4 (11.8) 8 (4.5) 017
DM 3(37) 2 (5.9) 3(17) 0.32
DL 6(7.3) 2 (5.9) 13(7.3) 0.96
Caracteristicas 1er episodio

TVP MMII 75 (91.5) 31 (91.2) 157 (87.7) 0.61

TVP MMII proximal 67 (90.5) 29 (93.5) 145 (92.9) 0.79

TVP MMSS 4 (4.9) o (o) 15 (8.4) 0.14

TEP + TVP 24 (29.3) 10 (29.4) 55 (30.7) 0.97

TEP 1(1.2) 3(8.8) 7 (3.9) 0.14
Recidiva 23 (28) 10 (29.4) 36 (20.1) 0.25
Tratamiento

6+3 meses 33 (43.4) 8 (24.2) 87 (50.6) <0.01

Indefinido 43 (56.6) 25 (75.8) 85 (49.4) <o0.01
Media meses seguimiento 78.4 £ 65.7 871+ 671 57.2 +583 0.05
Mediana meses de seguimiento  48.5 + 65.7 73+ 671 42+ 583 0.082

Resultados expresados en media + desviacion estdndar o niumero absoluto y porcentaje.

TH: trombofilia hereditaria. AAFL: anticuerpos antifosfolipidos. IMC: indice de masa corporal.
Obesidad: IMC >30 Kg/m®. HTA: hipertension arterial. DM: diabetes Mellitus. DL: dislipemia. TVP
MMII: trombosis venosa profunda miembros inferiores. TVP MMSS: trombosis venosa profunda
miembros superiores. TEP: tromboembolismo pulmonar.
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Figura 44. Mediana de seguimiento en los distintos grupos fenotipicos.
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Cuando se analizaron los parametros analiticos en los distintos grupos
fenotipicos, se observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores
de fibrindgeno y otros parametros inflamatorios, incluyendo la PCR y la VSG. Estos
parametros estaban significativamente mas elevados en el grupo de AAFL (Tabla

8).

Tabla 8. Parametros analiticos en los distintos grupos fenotipicos.

TH (n=82) AAFL (n=34) No TH No AAFL (n=179) p-valor
Hematies [x10e12/L] 4.4+ 7.4 4.4+ 6 4.4+ 6.7 0.9
Leucocitos [x10e9/L] 9.8+ 5.4 14.1+18.8 11.2 + 10.2 0.15
Plaquetas [x10e9/L] 257.8 £ 130.9 210.4 + 84.1 248.7 + 85.2 0.06
Fibrinogeno [g/L] 43+18 5.8+2.2 4.8+1.6 <0.01
Dimero D [ng/ml] 1499.8 £ 4646.9  1020.1 + 1395.7 1534.2 * 3032.6 0.83
Glucosa [mg/dl] 101.2 + 34.7 104.9 + 40.8 99.5 + 27.4 0.64
Urea [mg/dl] 20.7+9.4 303+ 83 29.6+ 9.1 0.92
Creatinina [mg/dl] 0.8+ 0.2 0.9 £ 0.2 0.8+ 0.2 0.8
Colestero total [mg/dl] 186.9 + 39.7 190.6 + 47.3 196.4  45.5 0.28
HDL colesterol [mg/dl] 50.9 + 29.2 481 %131 50 + 25.9 0.89
LDL colesterol [mg/dl] 119.3  31.6 120.2 * 39.2 125.2 + 37.1 0.5
Triglicéridos [mg/dl] 124 + 64.7 150.4 + 66.6 136.9 + 70.5 0.15
Proteinas totales [g/dl] 7+0.6 71%0.6 7.5+5.7 0.78
VSG [mm/hora] 26.2 + 24.9 47.5 £ 33.2 30.1 + 25.5 <0.001
PCR [mg/L] 30.8 £ 45.3 771 +102.8 421+ 54.8 <0.05
Homocisteina [mmol/L] 12.6+8 12.4 % 5.6 13.4 £ 10.1 0.76

Resultados expresados en media + desviacion estandar.
TH: trombofilia hereditaria. AAFL: anticuerpos antifosfolipidos. VSG: velocidad de sedimentacién
globular. PCR: Proteina C reactiva.
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La distribucidén de los factores de riesgo trombotico en los tres grupos

fenotipicos fue bastante similar, sin diferencias estadisticamente significativas

(Figura 45y Tabla 9).

Figura 45. Porcentaje de factores de riesgo trombotico segun fenotipo.

FACTORES DE RIESGO TROMBOTICO

Paralisis

EII

Viajes > 4 horas
Embarazo y puerperio
Ejercicio

Infecciones

Cirugia

Insuficiencia venosa

Inmovilizaciéon
Tratamiento hormonal
AINES

p

N3

o 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

ENOTHNO AAFL mAAFL mTH

TH: trombofilia hereditaria. AAFL: anticuerpos antifosfolipidos. EII: enfermedad
inflamatoria intestinal. AINES: antiinflamatorios no esteroideos.

Tabla 9. Factores de riesgo adquiridos segun fenotipo.

TH (n=82) AAFL (n=34) No TH No AAFL (n=179) p-valor
Paralisis 0(0) 1(2.9) 3(1.7) 0.39
Ell 2(2.4) 0(0) 5(2.8) 0.62
Viaje >4 horas 3(3.7) 0(0) 9 (5) 0.39
Embarazo y puerperio 4 (4.9) 2(5.9) 10 (5.6) 0.97
Ejercicio 8(9.8) 2 (5.9) 14 (7.8) 0.76
Infecciones 6(7.3) 2(5.9) 16 (8.9) 0.79
Cirugia 10 (12.2) 1(2.9) 29 (16.2) 0.11
Insuficiencia venosa 14 (17.1) 2(5.9) 31(17.3) 0.24
Inmovilizacion 12 (14.6) 3(8.8) 33 (18.4) 0.34
Tratamiento hormonal 22 (26.8) 10 (29.4) 39 (21.8) 0.50
AINES 25 (30.5) 5(14.7) 57 (31.8) 0.13

Resultados expresados en media + desviacion estandar o numero absoluto y porcentaje.
TH: trombofilia hereditaria. AAFL: anticuerpos antifosfolipidos. EIl: enfermedad inflamatoria
intestinal. AINES: antiinflamatorios no esteroideos.

Decidimos profundizar en las diferencias entre los grupos fenotipicos. En

particular, en las diferencias existentes entre el grupo fenotipico 2 (AAFL) y los

otros 2 grupos, al tratarse de pacientes con mas tiempo de seguimiento y de

tratamiento.
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Observamos que en 18 (52.9%) pacientes se trataba de un sindrome
antifosfolipido primario mientras que, en el resto, la presencia de AAFL se asociaba
a otra conectivopatia, fundamentalmente LES, 70%, seguido de artritis reumatoide
(AR), 30%.

En este grupo fenotipico existian mas mujeres (21, 61.8%) que en resto de
los grupos (37, 45.1% en el grupo 1y 80, 46.7% en el grupo 3) aunque sin diferencias
estadisticamente significativas.

Cuando investigamos acerca de los factores de riesgo cardiovascular tales
como obesidad, HTA, DM y DL, a pesar de que en el grupo fenotipico 2 existian
mas casos en porcentaje, estas diferencias no alcanzaron la significacion
estadistica.

En cuanto a los factores de riesgo trombdtico, la presencia de toma de
AINES o cirugia fue significativamente menor en el grupo de AAFL que en el
fenotipo 3.

La manera de presentacion clinica de este grupo también fue bastante
similar a los otros dos. Sélo encontramos diferencias estadisticamente
significativas con el grupo de TH cuando el debut fue como TEP, siendo mas
frecuente esta presentacion en el grupo de AAFL (8.8% frente a 1.2%, p-valor <
0.05).

Como era de esperar, el tratamiento indefinido fue, de manera
estadisticamente significativa, mas frecuente que en los otros grupos fenotipicos.

Al analizar el tiempo de seguimiento, la media y la mediana de seguimiento,
fue significativamente mayor en el grupo de AAFL respecto al fenotipo 3.

Para finalizar, al igual que ocurria cuando comparamos los 3 grupos de
manera conjunta, tampoco encontramos diferencias significativas en el porcentaje
de recidiva cuando comparamos a los grupos de manera independiente.

Al comparar el fenotipo 1 con el 3, so6lo hallamos diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la media de seguimiento que fue mayor

en los pacientes con TH.
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4.2. CARACTERISTICAS DE LOS POLIMORFISMOS

Al analizar los exones, regiones intronicas contiguas y regiones promotoras
de los 10 genes secuenciados (F2, CYP4V2, F5, Fu1, FGA, FGG, FGB GP6, SERPINC1y
PAI1) obtuvimos 29 polimorfismos, 25 ya descritos en estudios previos y 4 nuevas
variantes no descritas previamente en la poblacion. De éstas, se asumié una
frecuencia inferior al 0.05% dado que en muchos casos se incluyen datos del
proyecto 1000 genomas y estudios de mas de 2000 muestras. En base al tamafio
muestral del proyecto y la incidencia de enfermedad tromboembodlica,
consideramos un incremento de 5 veces en la frecuencia y un efecto funcional
relevante in silico, suficiente como para considerar la variante como
potencialmente causante.

En la tabla 10 se presentan las principales caracteristicas de los
polimorfismos ya conocidos y en la tabla 11 de los polimorfismos no descritos

previamente.
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Tabla 10. Principales caracteristicas de los polimorfismos ya descritos previamente.

SNP Cromosoma Gen Posicion Region AM FAM
r'S4525 1 Fs 169542496 q24.2 C 0.263
TS4524 1 Fs 169542517 q24.2 C 0.267
rs6025 1 Fs 169549811 q24.2 T 0.006
rs6020 1 Fs 169549874 q24.2 T 0.264

152227589 1 SERPINC1 173917078 q25.1 T 0.129
rs3136520 1 F2 46721682 p1.2 T 0.052
rs3136 441 1 F> 46721697 pu.2 C 0.219
15183293976 1 F2 46721720 pu.2 C 0.002
rs3136532 1 F2 46739363 pu.2 T 0.001
151799963 1 2 46739505 pu.2 A 0.004
151613662 19 GP6 55025227 q13.42 G 0.157
1579287667 19 GP6 55025316 qi3.42 T 0.006
rs1800788 4 FGB 154562762 q31.3 T 0.229
rsi1800787 4 FGB 154562863 q31.3 T 0.161
rs6050 4 FGA 154586438 q31.3 C 0.327
rs2070006 4 FGA 154592714 q31.3 T 0.449
rs2070023 4 FGA 154592747 q3L3 A 0.022
152066854 4 FGG 154614029 q3L3 A 0.289
15201376968 4 F11 186266980-186266987 q35.2
rs35709976 4 F11 186266987 q35.2 0.116
rs3822057 4 Fu1 186266998 q35.2 A 0.462
152036914 4 F11 186271327 q35.2 T 0.394
rs2289251 4 Fn1 186286200 q35.2 T 0.089
rs2289252 4 Fn1 186286227 q35.2 T 0.319
rs1799768 7 SERPINE1 101126425 q22.1 0.432

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. AM: alelo menor. FAM: frecuencia alelo menor. F5: gen
del factor V de la coagulacién. SERPINCt: gen serpin familia C miembro 1. F2: gen del factor Il de la
coagulaciéon. GP6: gen de la glicoproteina VI plaquetar. FGB: gen de la cadena beta del fibrindgeno.
FGA: gen de la cadena alfa del fibrindgeno. FGG: gen de la cadena gamma del fibrindgeno. Fi1: gen
del factor XI de la coagulacion. SERPINE: gen serpin familia E miembro 1.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los polimorfismos no descritos previamente.

SNP Cromosoma Gen Posicion Cambio
rs1799768 1 7 SERPINE: 101126381 Cc/T
rs1799768 2 7 SERPINE1 101126389 I/D
rs1799768 3 7 SERPINE: 101126429 C/T
1s3136520_1 11 2 46721762 T/C

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido. F5: gen del factor V de la coagulacion. SERPINE1: gen
serpin familia E miembro 1. F2: gen del factor II de la coagulacion. Version del genoma Gchs8.
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A continuacion, investigamos acerca de las consecuencias funcionales de los
polimorfismos analizados (Figura 46).
Como era de esperar, ya que se seleccionaron con ese proposito, la mayor

parte de las variantes tenian un efecto funcional.

Figura 46. Consecuencias funcionales de los polimorfismos analizados.
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4.2.1. ASOCIACION FENOTIPICA PREVIA DE LOS POLIMORFISMOS

La asociacidn de los polimorfismos seleccionados con fenotipos clinicos en
estudios de asociacién gendémica no GWAS (Tabla 12), estd disponibles online

mientras que la asociacion en estudios GWAS se muestra en la tabla 13.

Tabla 12. Rasgos clinicos relacionados con los polimorfismos de estudio (disponible

online).
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Tabla 13. Estudios GWAS en los que se han testado los polimorfismos seleccionados.

Resultados

SNP
Is4525
rs4525
rs4524
rS4524
rs6025
156025
156025
rs6025
rs6025
rs6025
156025
rs6025
rs6025
rs6025

153136441
153136441
r$3136441
153136441
153136441
151799963
151799963
151799963
751799963
151799963
151613662
151613662
151613662
rs1800788
156050
$2070006
1s2036914
rs2289252
152289252
152289252

Rasgo o enfermedad asociada
Nivel de proteinas en sangre
Nivel de proteinas en sangre

Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Enfermedad arterial periférica

Uso de medicacion (antitrombéticos)

Trombosis venosa
Trombosis

Enfermedad inflamatoria intestinal

Trombosis venosa
Trombosis venosa
Nivel HDL colesterol
Nivel HDL colesterol
Nivel HDL colesterol
Nivel HDL colesterol
Nivel HDL colesterol
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis
Trombosis venosa
Volumen plaquetar medio
Ancho de distribucion plaquetar
Volumen plaquetar medio
Fibrindgeno
Fibrindgeno
Altura
Trombosis venosa
Trombosis venosa
Trombosis venosa

Nivel de proteinas en sangre

152289252 'mpo de tromboplastina parcial active

AR

>0 0449999043393 +43 433300

a3 E 0> > >

(@]

T
C

FAR
0.263
0275

0.736
0.025

0.027
0.023
0.02
0.025
0.97
0.033
0.063
0.765

0.878
018
015

0.011

0.01
0.014
0.010
0168
0.833

0.833
0.20

024

0.412

Poblacion
3,301 individuos europeos
997 individuos europeos
29,435 €asos europeos, 799 casos afro-americanos, 157,769 controles europeos, 14,353 controles afro-americanos
7,507 casos europeos, 52,632 controles europeos

23,151 €as0s europeos, 553,439 controles europeos, 2,261 casos afroamericanos, 49,400 controles afroamericanos, 654 casos y 21,214 controles hispancos

20,435 casos europeos, 799 casos afro-americanos, 157,769 controles euopeos, 14,353 controles afro-americanos

29,435 Casos europeos, 157,769 controles europeos

24,009 Casos europeos, 150,983 controles europeos, 5,373 casos africanos, 42,485 controles africanos, 1,925 casos hispanicos, 18,285 controles hispanicos

67,653 casos europeos, 85,986 controles europeos
3,200 casos europeos, 116,868 controles europeos
6,135 casos europeos, 252,827 controles europeos
12,882 casos europeos, 21,770 controles europeos
7,507 €asos europeos, 52,632 cotroles euopeos
1,503 Casos europeos, 1,459 controles europeos
23,761 individuos africanos, 13,171 individuos asidticos, 90,272 individuos europeos, 6,620 individuos hispanicos

76,627 individuos europeos, 7,795 individuos hispanicos, 6,855 individuos asidticos (Este), 2,958 individuos afro-americanos, 439 individuos asiaticos (Sur)
76,627 individuos europeos, 7,795 individuos hispanicos, 6,855 individuos asidticos (Este), 2,958 individuos afro-americanos, 439 individuos asiaticos (Sur)

94,595 individuos europeos
99,900 individuos europeos

23,151 Casos eUropeos, 553,439 controles europeos, 2,261 casos afroamericanos, 49,400 controles afroamericanos, 654 casos y 21,214 controles hispanicos

29,435 European ancestry cases, 157,769 European ancestry controls
3,290 casos europeos, 116,868 controles europeos
6,135 casos europeos, 252,827 controles europeos
7,507 casos europeos, 52,632 controles europeos
484,042 individuos afro-americanos, africanos, europeos, asiaticos, hispanicos o latino-americanos
164,433 individuos europeos
164,454 individuos europeos
3,042 individuos
3,042 individuos
458,000 individuos europeos
29,435 €asos europeos, 799 casos afro-americanos, 157,769 controles europeos, 14,353 controles afro-americanos
29,435 €asos europeos, 799 casos afro-americanos, 157,769 controles europeos, 14,353 controles afro-americanos
20,435 Casos europeos, 157,769 controles europeos
997 individuos europeos
9,240 individuos europeos

Plataforma [SNPs]*
Affymetrix [10572788]
Affymetrix [509946]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix, Illumina [6751884]
Affymetrix [up to 34000000]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix [at least 20323458]
Affymetrix [7288503]
Affymetrix [9155762]
Illumina [at least 560000]
Affymetrix, [llumina [~ 9000000]
Affymetrix, [llumina [6751884]

[llumina [~ 2500000]

Affymetrix, Illumina, Perlegen [NR]

Affymetrix [at least 7091467]
Affymetrix [at least 7091467]
NR [NR]

ymetrix, Illumina, Perlegen [~ 26000

Affymetrix [up to 34000000]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix [9155762]
Illumina [at least 560000]
Affymetrix, Illumina [6751884]
Affymetrix, Illumina [17210439]
Affymetrix [~ 2500000]
Affymetrix [~ 2500000]
Affymetrix [~ 2500000]
Affymetrix [~ 2500000]

NR [~ 8900000]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix, [llumina [12923718]
Affymetrix [509946]
Affymetrix, [llumina [~ 2500000]

PubMed
29875488
28240269
31420334
25772935
31676865
31420334
31420334
31285632
31015401

28373160
26908601
26192919
25772935
22672568
30926973
20507422
29507422
24097068
20686565
31676865
31420334
28373160
26908601
25772935
32888493
27863252
27863252
21757653
21757653
30595370
31420334
31420334
31420334
28240269
22703881

p- valor < 0,001 de todos los polimorfismos analizados.
SNP: polimorfismo de un solo nucledtido. AR: alelo de riesgo. FAR: frecuencia de alelo de riesgo.
*Polimorfismos que han pasado control de calidad.
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4.2.2. VIAS METABOLICAS Y REACTOMA

Légicamente, los polimorfismos estudiados estan involucrados
principalmente en la via de la hemostasia, pero ademads algunos participan en el
sistema inmune, y en vias generales como el metabolismo de proteinas y la

traduccion de seiiales (Tabla 14 y Figura 47).
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Tabla 14. Principales vias metabolicas en las que participan los polimorfismos analizados.

ia metabdlica Descripcién Proceso biolégico p-Valor  Genes relacionados SNPs asociados
R-HSA-109582 Hemostasia Hemostasia 0.000000 Fi,F2,Fs,FGA,GP6,SERPINC1 151799963,15183203076, 75201376968, 152036914, 752227580,r52280251,152280252,7'53136532,1535 70907 6, '5382205 7,15 452 4, 54525, 56020,r56025,r56050,'579287667
R-HSA-140837 Via intrinseca de la cascada de la coagulacion Hemostasia 0.000000 Fi1,F2,SERPINC1 17999 , 152036014, 152280251, , 1'$3136441,753136520,7'53136532, 153570997 6,153822057
R-HSA-140875 Via comtin de la cascada de la coagulacién Hemostasia 0.000000  F2,Fs,FGA,SERPINC1 1$1700063,15183203076,152227580,I53136441,S3136520, 3136532, 1S 452 4, 4525, rS6020, 56025, IS605.0
R-HSA-140877 Cascada de la coagulacién Hemostasia 0.000000  Fi1,F2,F5,FGA,SERPINC1 r$1709963,75183203076,15201376068,r52036014,152227580,r52280251,r52280252, 13136441, 'S3136520, 31365 32, 153570007 6,r5382 2057, IS 452 4,T'S4525,I'56020,r56025, 156050
R-HSA-381426 Regulacién del transporte de IGF y su unién a IGFBPs Metabolismo de proteinas 0.000000  F2,F5,FGA,SERPINC1 1$1700063,75183203076,r52227580,rS3136441,S3136520,IS31365 32,5452 4,TS4525,S6020,r56025,rS6050
R-HSA-76002 Activacién plaquetar, sefializacién y agregacion Hemostasia 0.000005 F2,Fs5,FGA,GP6 rS1613662,751799963,15183203076, 153136441, TS3136520,TS31365 32,15 452 4,75 4525,156020,r56025,r605.0,1579287667
IR-HSA-8957275 Fosforilacién post-translacional de proteinas Metabolismo de proteinas 0.000020 F5,FGA,SERPINC1 152227580,154524,754525,756020,r56025,rs6050
R-HSA-76009 Agregacion plaquetar Hemostasia 0.000186 F2,FGA 151790063,15183203076,153136.441,753136520,r'53136532, 156050
R-HSA-114608 Degranulacién plaquetar Hemostasia 0.002034 Fs,FGA 1$4524,r54525,r56020,r56025, 156050
R-HSA-76005 Respuesta al Caz+ elevado en el citosol plaquetar Hemostasia 0.002196 Fs,FGA I$4524,754525,r56020,r56025, 6050
R-HSA-597502 Modificacién post-translacional de proteina Metabolismo de proteinas 0.003521  F2,F5,FGA,SERPINC1 1$1700063,75183203076,152227580, 53136441, 13136520, IS 31365 32,5452 4,754525,1S6020,r56025,rS6050
R-HSA-202733 Interacciones en la superficie celular de la pared vascular Hemostasia 0.004516 F2,GP6 IS1613662,r51799963,75183203076,13136.441,7S3136520,r'53136532,1'579287667
R-HSA-159763 Transporte de los precursores de la proteina gamma-carboxilada Metabolismo de proteinas 0.005079 F2 1$1700063,15183203076,753136441,153136520,r'53136532
R-HSA-159740 Gamma-carboxilacién de precursores proteicos Metabolismo de proteinas 0.005643 F2 1$1700063,15183203076, 753136441, 753136520,7'53136532
R-HSA-159782  Eliminacién del propéptido aminoterminal de la proteina gamma-carboxilada Metabolismo de proteinas 0.005643 F2 151790063,15183203076, 753136441, 13136520,7'53136532
R-HSA-150854 Gamma- ilacién, transporte y escisién ami minal de protei Metabolismo de proteinas 0.006205 F2 1$1700063,15183203076, 53136441, I53136520,753136532
R-HSA-75802 Adhesién plaquetar al coligneo expuesto Hemostasia 0.008454 GP6 rs1613662,r579287667
R-HSA-5686938 Regulacién de RTL por endégeno ligando Sistema Inmune 0.010608 FGA rs6050
R-HSA-392499 Metabolismo de proteinas Metabolismo de proteinas o.0o13177  F2,F5,FGA,SERPINC: 1$1700063,75183203076,r52227589,rS3136441,IS3136520,IS31365 32,5452 4,TS4525,S6020,r56025,rS6050
R-HSA-354102 Sefializacion de integrinas Transduccion de sefial;Hemostasia o.015174. FGA rs6oso
R-HSA-456926 Sefializacién de trombina a través de receptores de proteinasa activada Hemostasia 0.017963 F2 151700063,15183203076, 53136441, 7S3136520,7'53136532
IR-HSA-5694530 Cambios en la concentracién de proteinas RE Metabolismo de proteinas 0.017963 Fs $54524,754525,156020,756025
R-HSA-114604 Activacién de la cascada mediada por GPVI Hemostasia 0.019076 GP6 rS1613662,r570287667
R-HSA-6802048 Sefializacién por kinasa BRAF mutante Enfermedad 0.020189 FGA rs6050
R-HSA-163841 Gamma carboxilacién y activacion de ar Metabolismo de proteinas 0.021856 F2 1$1700063,15183203076,53136441,'S3136520,r'53136532
R-HSA-68029046 Sefializacioén por kinasa BRAF mutante Enfermedad 0.025183 FGA rs6oso
R-HSA-6802049 Sefializacién por mutaciones RAS Enfermedad 0.025183 FGA rs6oso
R-HSA-6802055 Activacion paraddjica de la sefial RAF por la kinasa inactiva BRAF Enfermedad 0.025183 FGA rs60s0
R-HSA-964994¢ Sefializacién de mutaciones RAS Enfermedad 0.025183 FGA rs6050
R-HSA-6802052 Sefializacién por BRAF y fusién RAF Enfermedad 0.036204 FGA rs6050
R-HSA-977225 Formacién de la fibra amiloide Metabolismo de proteinas 0.043313 FGA rs6050
R-HSA-216083 Interacciones de la superficie celular de las integrinas Organizacién matriz extracelular 0.046578 FGA rs6oso
R-HSA-977606 Regulacién de la cascada del complemento Sistema Inmune 0.054703 F2 1$1700063,15183203076,753136441,153136520,r'53136532
R-HSA-166658 Cascada del complemento Sistema Inmune 0.060624 F2 1$1700063,15183203076, 53136441, I53136520,7'53136532
R-HSA-168898 Cascada del RTL Sistema Inmune 0.082421 FGA rs6oso
R-HSA-190077 RE al transporte anterégrado del Golgi Metabolismo de proteinas 0.083474 Fs r$4524,r54525,r56020,r56025
R-HSA-948021 Transporte al Golgi y modificacién Metabolismo de proteinas 0.009658 Fs FS4524,r54525,r56020,r56025
R-HSA-375276 Unién del péptido ligando al receptor Transduccién de sefial 0102763 F2 1$1700063,15183203076, 53136441, 'S3136520,r'53136532
R-HSA-416476 Sefializacién G alpha Transduccién de sefial 0115093 F2 1$1700063,15183203076,53136441,'53136520,r'53136532
R-HSA-168249 Sistema inmune innato Sistema Inmune 0120563 F2,FGA 1$1700063,15183203076,53136441,r53136520,r53136532,r56050
R-HSA-5673001 Cascada RAF/MAP kinasa Sistema Inmune 030810 FGA rs6oso
R-HSA-5684996 Sefializacion MAPK1/MAPK3 Transduccion de seal 033825 FGA rs6oso
R-HSA-5683057 Cascada de sefializacion de la familia MAPK Transduccién de sefial 0155178 FGA rs60s0
R-HSA-1474244 Organizacién matriz extracelular Organizacién matriz extracelular 0157142 FGA rs6050
R-HSA-446203 Glicosilacién Aspargina N Metabolismo de proteinas 0159501 Fs rS4524,r54525,r56020,r56025
R-HSA-373076 Clase A/1 (Receptor Rhodopsin-like) Transduccién de sefial 067875 F2 1$1700063,15183203076,753136441,'53136520,r'53136532
R-HSA-5663202  Enfermedades de transduccion de sefial del receptor del factor de crecimiento Enfermedad 0193266 FGA rs6oso
R-HSA-500792 Unién del ligando GPCR Transduccién de sefial 0.229012 F2 151700063,15183203076, 753136441, 753136520,7'53136532
R-HSA-199991 Trafico de membranas Transporte mediado por vesiculas 0304921 Fs S54524,754525,156020,156025
R-HSA-5653656 Transporte mediado por vesiculas Transporte mediado por vesiculas 0342076 Fs F$4524,r54525,r56020,r56025
R-HSA-168256 Sistema inmune Sistema Inmune 0351080 F2,FGA 1$1700063,15183203076,53136441,7S3136520,r53136532,r56050
R-HSA-1280215 Seitalizacién de citokinas en el sistema inmune Sistema Inmune 0390028 FGA rs6050
R-HSA-388306 Sefializacién GPCR Transduccién de sefial 0.470610 F2 1$1700063,15183203076,753136441,153136520,r'53136532
R-HSA-372790 Sefializacién por GPCR Transduccién de sefial 0.492847 F2 1$1709063,15183203076,753136441,r53136520,7'53136532
R-HSA-1643685 Enfermedad Enfermedad 0576395 FGA rs6oso
R-HSA-162582 Transduccién de sefial Transduccion de sefal 0.648924 F2,FGA 151700063,15183203076, 53136441, 7$3136520,r'53136532, 156050

IGF: factor de crecimiento tipo insulina. IGFBPs: proteinas de unidén al factor de crecimiento tipo insulina. Ca2+: calcio. RTL: receptor tipo toll. RE: reticulo
endotelial. GPCR: receptores acoplados a proteina G. F5: gen del factor V de la coagulacion. SERPINC1: gen serpin familia C miembro 1. F2: gen del factor II de la
coagulacién. GP6: gen de la glicoproteina VI plaquetar. FGA: gen de la cadena alfa del fibrinogeno. Fi1: gen del factor XI de la coagulacion.
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Figura 47. Reactoma de los polimorfismos seleccionados.
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4.3. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON FENOTIPOS
CLINICOS

En las tablas 15, 16 y 17 se comparan las frecuencias alélicas de cada fenotipo
con respecto a los otros 2.
Los polimorfismos con FAM < 0.01 no se muestran en las tablas debido a

que su escasa variabilidad no permite realizar el andlisis estadistico.

Tabla 15. Frecuencias alélicas del fenotipo trombofilia hereditaria en relacion a fenotipo

AAFL y fenotipo no trombofilia hereditaria no AAFL.

SNP AM FA FNA P-valor OR DS IC
rs60251 A 0.33 0.02 <0.001 25.83 0.46 10.49-63.63
151799963 A 0.15 0.02 <0.001 9.33 0.49 3546-24.56
rS4525 G 0.15 0.22 0.08 0.59 0.30 0.33-1068
152289252 T 0.02 0.04 0.22 0.40 0.76 0.09-1.81
rs3136 441 C 0.02 0.01 0.29 2.23 0.77 0.49-10.12
151613662 C 0.01 0.12 0.31 0.69 0.37 0.33-1.42
152289251 T 0.45 0.51 0.32 0.80 0.22 0.52-1.24
rs2227589 A 0.07 o.11 0.32 0.67 o.41 0.29-1.49
1517997682 T 0.01 0.01 0.42 2.95 141 0.18-47.48
151799768 D 0.49 0.45 0.46 118 0.22 0.76-1.82
152066854 A 0.25 0.29 0.49 0.84 0.25 0.51-1.38
rs6020 C 0.36 0.33 0.58 1.14 0.23 0.72-1.80
rs183293976 C 0.11 0.09 0.69 1.15 0.36 0.57-2.32
1579287667 A 0.02 0.03 0.84 0.87 0.67 0.24-3.24
rs2036914 T 0.38 0.39 0.86 0.96 0.23 0.62-1.49
153136520 T 0.02 0.02 0.98 0.98 0.82 0.19-4.90

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. AM: alelo menor. FA: frecuencia afectos. FNA: frecuencia
no afectos. OR: odds ratio estimada del alelo menor. DS: desviacién estdndar. IC: intervalo de
confianza.

Como puede verse en la tabla, se observaron diferencias significativas en la
FAM de dos polimorfismos. Uno es un polimorfismo no descrito previamente, pero
que presenta un alto desequilibrio de ligamiento con el FVL (D’: 1) (Figura 48). Al
analizar este SNP en profundidad, vemos que su posicion cromosomica coincide
con el FVL y por tanto asumimos que se trata del mismo polimorfismo.

El otro es el polimorfismo de la disprotrombinemia.

Como era esperable ambos fueron significativamente mas frecuentes en el

fenotipo 1.
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Figura 48. Desequilibrio de ligamiento rs6o251.
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Tabla 16. Frecuencias alélicas del fenotipo AAFL en relacion a fenotipo trombofilia

hereditaria y fenotipo no trombofilia hereditaria no AAFL.

SNP AM FA
rs2066854 A 0.12
152289251 T 0.67

1517997682 T 0.02
rs6020 C 0.24
rs1799963 A 0.08
rs2227589 A 0.07
152289252 T 0.02
151613662 C 0.09
rs60251 A 0.12
rs2036914 T 0.36
rs1799768 D 0.43
rs79287667 A 0.02
I'S4525 G 0.21
rs183293976 C 0.09

FNA
0.29
0.48
0.002
0.35
0.05
0.10
0.04
0.12
0.09
0.39
0.46
0.03
0.20

0.1

P-valor
<0.01
<0.05

0.05
0.16
0.51
0.53
0.63
0.63
0.65
0.66
0.66
0.80
0.86

0.92

OR
0.32
2.19
9:49
0.59

1.53
0.68

0.61
0.77
1.26
0.86
0.87

0.77
1.07

0.95

DS

0.49
0.34
1.42
0.37
0.64
0.62
1.05
0.55
0.51
0.34
0.33
1.05
0.39
0.55

IC
0.12-0.83
1.12-4.29

0.58-154.5
0.28-1.23
0.43-5.42
0.20-2.31
0.08-4.71
0.26-2.25
0.47-3.40
0.44-1.67
0.46-1.65
0.09-6.06
0.49-2.33
0.32-2.79

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. AM: alelo menor. FA: frecuencia afectos. FNA: frecuencia
no afectos. OR: odds ratio estimada del alelo menor. DS: desviacion estandar. IC: intervalo de

confianza.

Se observaron diferencias en variantes genéticas de trombofilia hereditaria

tales como el FGG que fue menor en el fenotipo AAFL, respecto a los dos otros

fenotipos. Por el contrario, la FAM en polimorfismos del Fi1 y de un SNP préximo
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al del PAI-1 en el gen SERPINEI1 fue superior en el fenotipo 2 que en los otros dos

fenotipos.

Tabla 17. Frecuencias alélicas del fenotipo no trombofilia hereditaria no AAFL en relacion

a fenotipo trombofilia hereditaria y fenotipo AAFL.

SNP AM FA FNA P-valor OR DS IC
rs60251 A 0.01 0.21 <0.001 0.02 1.02 0.01-0.12
11799963 A 0.01 0.11 <0.001 0.07 0.75 0.02-0.32
rs4525 G 0.25 0.15 <0.05 1.80 0.25 1.11-2.94
rs2066854 A 0.33 0.22 <0.05 1.67 0.22 1.09-2.58
11613662 C 0.15 0.08 0.03 1.96 0.32 1.05-3.66
1s79287667 A 0.04 0.02 0.28 1.90 0.61 0.58-6.28
rs6020 C 0.35 0.31 0.46 117 0.21 0.78-1.75
rs2227589 A 0.11 0.09 0.49 1.26 0.33 0.66-2.40
rs2289252 T 0.04 0.03 0.51 1.41 0.53 0.50-3.96
1s3136520 T 0.02 0.02 0.65 1.39 0.74 0.33-5.90
152289251 T 0.49 0.50 0.71 0.93 0.19 0.64-1.36
151799768 D 0.45 0.47 0.74 0.94 0.19 0.64-1.37
rs183293976 C 0.10 0.09 0.87 1.06 0.32 0.56-1.99
1s3136 441 C 0.02 0.02 0.89 1.11 0.77 0.25-5.02
152036914 T 0.39 0.39 0.97 1.01 0.19 0.68-1.49

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. AM: alelo menor. FA: frecuencia afectos. FNA: frecuencia
no afectos. OR: odds ratio estimada del alelo menor. DS: desviacién estdndar. IC: intervalo de
confianza.

En cuanto al fenotipo 3, las diferencias significativas se observaron en 4
polimorfismos. Los 2 primeros eran el FVL y la disprotrombinemia que, como era
de esperar, la frecuencia en afectos fue menor que en los otros fenotipos. Los otros
2, un polimorfismo del F5 de la coagulacion y otro del FGG, presentaron una FAM

significativamente superior en este fenotipo.

4.4. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON RECIDIVA

4.4.1. REGRESION LOGISTICA
Tanto en la regresion logistica sin ajustar como en la ajustada por edad,
sexo, fenotipo, IMC, tiempo de anticoagulacion (indefinido frente a 6 + 3 meses) y

localizacién de trombosis (distal frente a proximal), no encontramos asociacion
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significativa con ninguin polimorfismo utilizando la correccién por comparaciones
multiples.

Considerando, como significativo un p-valor < 0.05, en modelo aditivo, el
alelo D del polimorfismo rs1799768 incremento6 de forma significativa el riesgo de
retrombosis (OR 1.64 y OR 1.82, para el andlisis de regresion logistica simple y
multiple, respectivamente).

Los resultados de la regresion logistica simple y multiple se muestran en las
tablas 18 y 19. Aquellos alelos en los que no se puede realizar los cédlculos por
presentar una escasa variacion no se encuentran reflejados (rs602s, rsi7997683,
rs17997684, 1s3136532).

El rs1799768, también llamado polimorfismo PAI-1 4G/5G, se encuentra en
el gen SERPINE], en el cromosoma 7 (7q22.1), y regula los niveles del inhibidor del
activador del plasminogeno tipo 1.

El PAI-1 es el principal inhibidor fisiolégico de la actividad del sistema
fibrinolitico mediante la inhibicion del activador del plasminogeno tisular (tPA) y
del activador tipo uroquinasa (uPA). El polimorfismo consiste en una sola
insercion/delecion de una base de guanina en la region promotora (posicion 675)
del gen. El alelo 4G es responsable de niveles plasmaticos mas elevados de PAI-1

condicionando un estado hipofibrinolitico.
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Tabla 18. Regresion logistica simple.

Resultados

CR

19
11
1
4
11

11

4

SNP
rs1799768
rs2289251
rs2036914

rs60251
rsi83293976
rs79287667
rs17997682
rs4525
rs6020
rs1613662
rs3136520
rs2227589
rs206685 4
rs3136441
rs1799963
rs2289252

>
<

> N> AnNnnoaoA»nN0N» 440

T

OR
1.64
1.42
0.70
1.58
1.52
0.30
3.86
0.81

1.17
0.79

0.53
1.26

1.11
0.62
0.83
0.86

DS
0.23
0.22
0.25
0.36
0.36
1.06
1.42
0.31
0.24
0.39
1.08
o.41
0.25
1.09
0.56
0.66

IC
1.04-2.59
0.92-2.19

0.43-1.14
0.78-318
0.75-3.05
0.04-2.38

0.24-63
0.44-1.48
0.73-1.88
0.36-1.71
0.00-4.44
0.56-2.81
0.68-1.81
0.07-5.32
0.28-2.48
0.23-3.17

p-valor
<0.05
o.11
0.16
0.20
0.24

0.26

034
0.49
0.51
0.54
0.56
0.57
0.65
0.67

0.74
0.82

CR: cromosoma. SNP: polimorfismo de un solo
estimada del alelo menor. DS: desviacion estandar

Tabla 19. Regresion logistica multiple.

nucledtido. AM: alelo menor.

. IC: intervalo de confianza.

OR: odds ratio

CR

7

4

4
19
11

11
11
11
19
4

4
1

1

SNP
rs1799768
rs2289251
rs2036914

rs79287667
rs1799963
rs2227589
rs6020
rs17997682
rs3136520
rs183293976
rs3136441
rs1613662
rs20668s54
rs2289252
r's4525
rs60251

>
<

a4 >0NnNnnNn-aA494n0np» >»» 440

A

OR
1.82
1.57
0.72
0.33
0.49

1.53
1.26

2.72
0.58
1.25
0.66
0.89
1.07
1.16

0.95
0.95

DS
0.28
0.27
0.28
1.07
0.70
0.46
0.29
1.47

1.11
0.46
1.14
0.46
0.29
0.85

0.34
0.54

IC
1.03-3.12
0.93-2.64
0.41-1.25
0.04-2.71
0.12-1.98
0.62-3.79
0.72-2.21
0.15-48.13
0.07-5.13
0.50-3.10
0.07-6.17
0.37-2.18
0.61-1.89
0.22-6.13
0.49-1.84
0.33-2.73

P-valor
<0.05
0.09
0.24
0.30
0.32
0.36
0.47

0.49
0.62

0.63
0.71
0.80
0.82
0.86
0.87

0.93

CR: cromosoma. SNP: polimorfismo de un solo nucledtido. AM: alelo menor. OR: odds ratio
estimada del alelo menor. DS: desviacion estandar. IC: intervalo de confianza.
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El porcentaje de recidiva seguin genotipos del rs1799769 se muestra en la

figura 49. Como puede verse, el alelo 4G incrementa el riesgo de recidiva.

Figura 49. Porcentaje de cada fenotipo en recidiva y no recidiva del rs1799768.

rs1799768

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

o

0%

5G/5G 4G/5G 4G/4G

m Recidiva mNo Recidiva

Chi’ p-valor: 0.07
Chi’ tendencia p-valor: <o0.05

4.4.2. REGRESION DE COX

La asociacion de los polimorfismos seleccionados con el riesgo de recidiva
se evalu6 también mediante modelos de riesgos proporcionales de Cox sin ajustar
y ajustados por edad, sexo, fenotipo clinico, IMC, tiempo de anticoagulacion
(indefinido frente a 6 + 3 meses) y localizacion de trombosis (distal frente a
proximal). El tiempo de seguimiento total fue de 1452.15 personas/afio con una
media de seguimiento de 5.5 afios (0.08-30.8) y una mediana de seguimiento de 3.8
anos.

En la tabla 20 se muestran los resultados del andlisis ajustado. No se
muestran los resultados del andlisis sin ajustar al ser muy similares.

Al igual que ocurrio en la regresidn logistica, el polimorfismo mas asociado

fue el rs1799768.
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Tabla 20. Regresion de Cox.

CR SNP AM HR IC p-valor
7 rs1799768 D 1,66 1.06-2.58 <0.05
4 rs2289251 T 1,35 0.85-2.15 0.21
1 11799963 A 0,50 0.15-1.69 0.26
4 rs2036914 T 0,75 0.45-1.25 0.27
7 rs17997682 T 3,00 0.38-24.41 0.29
11 rs183293976 C 1,48 0.68-3.25 0.33
19 rs79287667 A 0,41 0.06-3.01 0.38
1 rs2227589 A 1,29 0.60-2.76 0.51

1 rs6020 C 1,15 0.69-1.91 0.59
1 rs3136520 T 0,70 0.09-5.20 0.73
19 rs1613662 C 0,90 0.40-1.99 0.79

1 'S4525 G 0,93 0.53-1.63 0.79

1 rs60251 A 1,07 0.44-2.60 0.88
4 rs2289252 T 1,09 0.25-4.69 0.91
11 153136441 C 0,93 0.12-1.19 0.94
4 rs2066854 A 1,00 0.59-1.68 0.99

CR: cromosoma. SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. AM: alelo menor. HR: hazard ratio
estimada del alelo menor. IC: intervalo de confianza.

Como se observa en la figura 50, los pacientes homocigoticos para el alelo

4G tienen mayor incidencia acumulada de recurrencia.

Figura 50. Curva de supervivencia para los genotipos del polimorfismo rs1799768.

Log-Rank test NS

Supervivencia
N

— 5G/5G
4G/4G
0 — 4G/5G
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4.5. ASOCIACION DE HAPLOTIPOS CON RECIDIVA

Teniendo en cuenta los principales polimorfismos asociados en el analisis
individual, se estudiaron los haplotipos presentes en nuestra muestra. Tal y como
se muestra en la figura 51, detectamos un tnico haplotipo, en el cromosoma 4,
significativamente asociado con el riesgo de recidiva (Figura 51y Tabla 21). Como

puede verse este haplotipo es altamente prevalente en nuestra poblacién de

estudio.
Figura 51. Bloques de haplotipos del cromosoma 4.
o~ v wn ~ v v
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o o o o~ o (=] (=]
w ~ ~ O o~ (el 0 <0
o o o o el o o~ o~
o o~ o~ o~ ™M o~ o~ o~
2 2 R -2 2 = -2 R
Block 1 (6 kb)
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Tabla 21. Asociacion de los haplotipos del cromosoma 4 con recidiva.

Haplotipo Frecuencia p-valor
Bloque 1
AG 0.61 0.39
GA 0.29 0.74
AA 0.09 0.72
Bloque 2
ccC 0.56 0.02
AT 0.39 0.11
AC 0.05 0.09
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4.6. RIESGO DE RECIDIVA EN FUNCION DE DISTINTOS
“SCORES” DE RIESGO GENETICO

En funcion de los resultados de la regresion logistica, encontramos 8
polimorfismos de riesgo y 8 protectores (Tabla 22). En base a la fuerza de
asociacion en un primer paso, y al niumero de alelos de riesgo en un segundo paso,
elaboramos tres distintos “scores” genéticos:

1. Un “score” global teniendo en cuenta tanto los alelos de riesgo como los
protectores.
2. Un “score” de riesgo teniendo en cuenta solo los alelos de riesgo.

3. Un “score” de proteccion teniendo en cuenta solo los alelos protectores.

Tabla 22. Polimorfismos segtn el riesgo estimado de asociacion con el alelo menor.

RIESGO PROTECTOR
CR SNP OR p-valor CR SNP OR p-valor
4 152066854 1.07 0.82 19 rs79287667 0.33 0.30
4 rs2289252 116 0.86 1 rS1799963 0.49 0.32
1 15183293976 1.25 0.63 1 rs3136520 0.58 0.62
1 rs6020 1.26 0.43 11 13136441 0.66 0.71
1 rs2227589 1.53 0.36 4 152036914 0.72 0.24
4 152289251 1.57 0.09 19 51613662 0.89 0.80
7 1s1799768 1.82 <0.05 1 r'S4525 0.9532 0.87
7 1517997682 2.73 0.49 1 rs60251 0.95 0.93

CR: cromosoma. SNP: polimorfismo de un solo nucleétido. OR: odds ratio estimada del alelo
menor.

4.6.1. RIESGO DE RECIDIVA EN FUNCION DEL “SCORE” GLOBAL

La muestra se dividio de forma aleatoria en dos submuestras, una de
entrenamiento para la elaboracién del “score” en base al logaritmo de la OR de los
polimorfismos y otra de prueba para testar este “score”.

En la base de prueba no encontramos asociacién significativa, ni en la
regresion logistica ni en la de Cox, entre el “score” cuantitativo o las categorias del
“score” con el riesgo de recidiva.

Cuando calculamos el “score” ponderado global en toda la poblacion, si que
observamos diferencias estadisticamente significativas entre el numero de
recidivas y el “score” dividido en tertiles, de forma que a mayor puntuacion del

“score” mayor porcentaje de recidivas (Figura 52).
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Figura 52. Porcentaje de recidivas segtn valor del “score” ponderado global.

“Score” ponderado global

Chi’ p-valor: <o.05
Chi’ tendencia p-valor: <o0.01

31.94%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

Cuando se dividio a la poblacién en tertiles segiin el namero absoluto de
alelos de riesgo no encontramos diferencias estadisticamente significativas en

cuanto al numero de recidivas.

Al analizar el porcentaje de recidiva segun tertiles del “score” ponderado
global, en cada uno de los grupos fenotipicos, es decir, trombofilia hereditaria
clasica (fenotipo 1), anticuerpos antifosfolipido (fenotipo 2) y sin trombofilia
hereditaria conocida ni presencia de antifosfolipido (fenotipo 3), vemos que las
diferencias encontradas en el total de la muestra, dependen fundamentalmente del
fenotipo 3 (Figura 53). Es en este grupo es donde el aumento de porcentaje de
recidiva a mayor puntuacion del “score” es mas evidente.

Por otra parte, no hubo diferencias en la puntuacion del “score” entre

grupos fenotipicos tras ajustar por edad y sexo.
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Figura 53. Porcentaje de recidivas segtn el valor del “score” ponderado global

en el grupo sin trombofilia hereditaria ni AAFL (fenotipo 3).

“Score” ponderado global en
fenotipo 3

Chi”® p-valor: <o0.001
Chi’ tendencia p-valor: <o0.01

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

Para el caso del “score” basado simplemente en la suma de alelos de riesgo,
no encontramos diferencias significativas entre los tertiles del “score” y el numero

de recidivas en ninguno de los grupos fenotipicos.

4.6.2. RIESGO DE RECIDIVA EN FUNCION DEL “SCORE” DE RIESGO

Al analizar el “score” ponderado de riesgo en nuestra poblacion, hallamos
diferencias significativas entre el nimero de recidivas y el “score” divido en tertiles.

Nuevamente a mayor puntuacion del “score” mayor porcentaje de recidivas

(Figura 54).

Figura 54. Porcentaje de recidivas segun el valor del “score” ponderado de riesgo.

“Score” ponderado de riesgo

Chi® p-valor: <o.05
Chi’ tendencia p-valor: <o0.01

30.56%

12.5%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3
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Posteriormente dividimos en tertiles a la poblacion en funcidn del nimero
absoluto de alelos de riesgo y también constatamos que a mayor ntimero de alelos

de riesgo, mayor porcentaje de recidivas de manera significativa (Figura 55).

Figura 55. Porcentaje de recidivas segun el valor del “score” calculado como la

suma de los alelos de riesgo.

“Score” segun NAR

Chi”® p-valor: <o0.01
Chi’ tendencia p-valor: <o0.01

12.96%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

NAR: ntimero de alelos de riesgo

La asociacion del ntiimero de recidivas con el mayor valor del “score”
ponderado de riesgo fue significativa a expensas del grupo fenotipico 3 como se
puede ver en la figura 56. En los demds fenotipos no observamos diferencias

significativas.

Figura 56. Riesgo de recidiva segun el valor del “score” ponderado de riesgo en

el grupo sin trombofilia hereditaria ni AAFL (fenotipo 3).

“Score” ponderado de riesgo en
fenotipo 3

Chi”® p-valor: <o0.01
Chi’ tendencia p-valor: <o0.01

14.71%
Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3
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Investigamos, en los distintos fenotipos, el “score” por namero de alelos de
riesgo y se confirma que la significacion estadistica del mayor niimero de recidivas
a mayor valor de “score” de nuestra poblacion, proviene fundamentalmente del

grupo fenotipico 3 (Figura 57).

Figura 57. Riesgo de recidivas segun el valor del “score” calculado como la suma de

los alelos de riesgo en el grupo sin trombofilia hereditaria ni AAFL (fenotipo 3).

“Score” segun NAR en fenotipo 3

Chi”® p-valor: <o0.01
Chi’ tendencia p-valor: <0.001

34.29%

22.22%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

NAR: ntimero de alelos de riesgo

No se encontraron diferencias en el valor de “score” entre los distintos

fenotipos tras ajustar por edad y sexo.

4.6.3. RIESGO DE RECIDIVA SEGUN EL “SCORE” DE PROTECCION

Al analizar el “score” ponderado protector en toda la poblacidn,
encontramos una tendencia significativa entre el porcentaje de recidivas y el
“score” dividido en tertiles (Figura 58). Como puede verse en la figura, el tertil 1
que indica mas proteccion debido a los valores negativos, es el que presenta menos

porcentaje de recidivas.
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Figura 58. Porcentaje de recidivas segun el valor del “score” ponderado

protector.
“Score” ponderado protector

Chi’ p-valor: o0.07
Chi’ tendencia p-valor: <o0.05

28.57%

22.22%

12.5%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

Al dividir a la poblacién en tertiles en funcién de la suma de alelos
protectores, no hallamos diferencias estadisticamente significativas ni una clara
tendencia en cuanto al namero/porcentaje de recidivas.

Como ocurri6 con los otros “scores”, al analizar el riesgo de recidiva en los
distintos grupos fenotipicos con el “score” ponderado de proteccion, encontramos
diferencias estadisticamente significativas en el grupo fenotipico 3 con una
tendencia en el limite de la significacion (Figura 59). De nuevo, el tertil 1, que

indica mayor proteccidn, presentaba mucho menor porcentaje de recidivas.

Figura 59. Porcentaje de recidivas segun el valor del “score” ponderado

protector en el grupo sin trombofilia hereditaria ni AAFL (fenotipo 3).

“Score” ponderado protector en
fenotipo 3
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Ademas, para este “score” de proteccion, también se observo una tendencia
significativa en el fenotipo 1 (presencia de trombofilia hereditaria clasica) (Figura

60).

Figura 60. Porcentaje de recidivas segun el valor del “score” ponderado

protector en el grupo con trombofilia hereditaria (fenotipo 1).

“Score” ponderado protector en
fenotipo 1

Chi’ p-valor: 0.06
Chi* tendencia p-valor: <o0.05

13.16%

Tertil 1 Tertil 2 Tertil 3

No encontramos diferencias ni tendencias estadisticamente significativas
cuando analizamos, en cada grupo fenotipico, el nimero de recidivas segun la
suma de alelos protectores.

Para este “score” de proteccion tampoco se encontraron diferencias

. . « » o .
significativas en el valor de “score” cuantitativo entre los distintos grupos

fenotipicos tras ajustar por edad y sexo.

4.7. CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS DISTINTOS “SCORES” DE
RIESGO GENETICO

4.7.1. CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS MODELOS DE REGRESION
LOGISTICA

Calculamos las curvas ROC para el “score” ponderado global, de riesgo y
protector, asi como para el “score” segin nimero de alelos de riesgo.

Para cada uno de ellos analizamos el AUC para el “score” cuantitativo y

dividido en tertiles. Analizamos también el cambio en el AUC de las curvas ROC
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basadas en el modelo de regresion logistica multiple ajustado por edad, sexo, IMC,
fenotipo clinico, meses de anticoagulacion (indefinido frente a 6 + 3 meses) y
localizaciéon de la TVP (distal frente a proximal) considerando o sin considerar los
“scores” genéticos.

Por ser las que mejor capacidad predictiva ofrecen, se muestran las curvas
ROC basadas en el modelo de regresion logistica del “score” ponderado global
cuantitativo, el “score” segin ntimero de alelos de riesgo cuantitativo y el “score”
ponderado de proteccion cuantitativo (Figuras 61, 62y 63).

El AUC considerando solo las variables clinicas fue de 0.62 y en todos los
casos se cumplio que al incluir el correspondiente “score” dicho valor aumenté

considerablemente tal y como se refleja en las graficas.

Figura 61. Curvas ROC para el modelo de regresion logistica basado sdlo en covariables
clinicas: edad, sexo, IMC, fenotipo clinico, meses de anticoagulacion y localizacion de la

TVP (negro) y posteriormente afiadiendo el “score” ponderado cuantitativo global (azul).
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Figura 62. Curvas ROC para el modelo de regresion logistica basado solo en covariables
clinicas: edad, sexo, IMC, fenotipo clinico, meses de anticoagulacion y localizacién de la
TVP (negro) y posteriormente afladiendo el “score” basado en nimero de alelos de riesgo

cuantitativo (azul).
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Figura 63. Curvas ROC para el modelo de regresion logistica basado sdlo en covariables
clinicas: edad, sexo, IMC, fenotipo clinico, meses de anticoagulacion y localizacién de la

TVP (negro) y posteriormente aiiadiendo el “score” ponderado de proteccion cuantitativo

(azul).
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Al afiadir variables analiticas como numero de leucocitos, plaquetas,
proteinas totales o parametros de inflamacion, aumentd considerablemente la
capacidad predictiva pero nuestro pequefio tamafio muestral no permite la

inclusion de tal numero de variables independientes.

4.7.2. CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS MODELOS DE REGRESION
DE COX

De la misma manera calculamos y comparamos el estadistico C, equivalente
al AUC para los modelos de regresion de Cox incluyendo solo el “score”; solo las
variables clinicas asociadas al riesgo de recidiva [edad, sexo, IMC, fenotipo clinico,
meses de anticoagulacion (indefinido frente a 6 + 3 meses) y localizacion de la TVP

(distal frente a proximal)] o ambos.

En las figuras 64 y 65, se representan las curvas de supervivencia del “score”
basado en el contaje de alelos de riesgo y del “score” ponderado de alelos
protectores, ambos en modelo de regresion de Cox ajustado por las variables

clinicas anteriormente descritas.

Figura 64. Curvas de supervivencia del “score” basado en contaje de alelos de riesgo basado
en modelos de regresion de Cox ajustado por edad, sexo, IMC, fenotipo clinico, meses de

anticoagulacion y localizacion de la TVP.

Log-Rank test NS
Estadistico C: 0.58
Somers'D: 0.17
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SRG: “Score” de riesgo genético.
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El estadistico C considerando unicamente las variables clinicas fue 0.57,
mientras que considerando Gnicamente el “score” de contaje de alelos fue de 0.54
lo que supone que la mejor prediccion se obtuvo al considerar, de manera conjunta

el “score” junto con las variables clinicas, aunque sin variacion significativa.

Figura 65. Curvas de supervivencia del “score” ponderado protector basado en modelos de

regresion de Cox ajustado por edad, sexo, IMC, fenotipo clinico, meses de anticoagulacion

y localizacién de la TVP.
1
8 Log-Rank test NS
Estadistico C: 0.63
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SRG: “Score” de riesgo genético.

El estadistico C considerando solo el “score” genético fue de 0.56 y aumento
de 0.57 a 0.63, al anadir el “score” ponderado de alelos protectores al modelo
basado solo en variables clinicas. De nuevo, el afiadir variables analiticas parece
aumentar de forma significativa la capacidad predictiva pero nuestro pequefio

tamafio muestral no permite incluir tantas variables independientes.
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Discusion

Predecir con precision el riesgo de una persona de desarrollar una
enfermedad compleja es un reto dificil debido a que estas enfermedades son
multifactoriales y con multiples interacciones entre sus diversos factores de riesgo.
La ETEV, resultado de la relacién entre diferentes factores ambientales y
hereditarios, es un claro ejemplo de ello. Sin embargo, es fundamental conocer su
etiologia y mecanismos de cronicidad para hacer una correcta discriminacién entre
las personas con alto y bajo riesgo de recurrencia y determinar la duracion éptima
del tratamiento.

Se han identificado algunos factores de riesgo tanto clinicos, analiticos
como de imagen que pueden ayudar a conocer el riesgo de recurrencia tras
interrumpir el tratamiento. Sin embargo, pese a la contribucién sustancial del
componente genético en la ETEV y los nuevos conocimientos generados por los
GWAS muchos de sus factores e interacciones se desconocen actualmente.

En comparacion con la informacion disponible sobre el riesgo de un primer
episodio, disponemos de escasa evidencia con respecto a la variabilidad genética 'y
su influencia en el riesgo de recidiva. Ademas, la importancia clinica de las
mutaciones genéticas con mayor riesgo en primer evento, es controvertida en la
recurrencia.

Sobre esta base se desarrolla el presente trabajo de investigacion. A

continuacion, se discutiran los aspectos mas relevantes.

En cuanto a la poblacion de estudio podemos decir que, se trata de una
cohorte homogénea y bien caracterizada de 330 pacientes jovenesy sin enfermedad
previa al primer evento trombético.

Aunque el tamafio muestral es pequefio en comparacion con estudios
similares(366,367), se trata de un estudio unicéntrico en el que todos los pacientes
son de origen caucasico y pertenecen a la misma zona geografica lo cual evita
sesgos genéticos.

Nuestros pacientes son mas jovenes (35.8 + 8.9 aiios) (Tabla 4) que los de
los 2 estudios disponibles que evaluan un SRG en la recurrencia de ETEV(366,367),
48 £ 13 afios para el estudio de Hylckama Vileg y colaboradores(366) y 61 + 18 afios

para el estudio de Ahmad y colaboradores(367). Asi, se minimiza el impacto de la
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edad, y otros factores de riesgo asociados a la misma, en el riesgo de retrombosis.
De este modo, se pretende conocer mejor la influencia de los factores genéticos en
la evolucidn de la enfermedad.

Del total de pacientes, 72 tuvieron al menos una recidiva durante el periodo
de seguimiento, lo que supone una incidencia de recurrencia de 41.2 por 1000
personas-afio, superior a los estudios citados previamente donde la incidencia se
estima alrededor del 30%(366,367). Esto podria deberse a que en nuestro estudio
habian menos mujeres (45%) que en los otros 2 estudios (54 y 5%
respectivamente) y esta descrito que la recurrencia es mayor en hombres(18). Otra
posible explicaciéon seria debida a el mayor tiempo de seguimiento, en nuestro
caso, respecto al estudio de Ahmad(367). Sin embargo, en el estudio de Hylckama
Vileg y colaboradores(366) sigue habiendo un menor porcentaje de recurrencia
pese a similar tiempo de seguimiento. Otra opcion podria ser que, al ser un grupo
joven respecto a los otros estudios, hayamos seleccionado un grupo con un mayor
componente genético que favorezca la recurrencia. No disponemos de los datos
sobre el tiempo de anticoagulacion de los otros estudios asi que no podemos
especular acerca de este punto.

En nuestro caso no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes que recidivaron frente a los que no en cuanto a edad y sexo (Tabla
4). Esto contrasta con los otros dos estudios similares donde la recurrencia fue
mayor en hombres que en mujeres (366,367). La diferencia podria explicarse quiza
por el menor niimero de pacientes incluidos en nuestro estudio.

Dado que la presencia de enfermedades cronicas era un criterio de exclusion
en nuestro estudio, encontramos un porcentaje bajo de hipertensos (5.2%),
diabéticos (3.3%) y dislipémicos (7.9%), la mayoria de los cuales fueron
diagnosticados a lo largo del seguimiento (Tabla 4). No encontramos diferencias
significativas entre el IMC y la obesidad entre los pacientes que recidivaron frente
a los que no, pese a que la obesidad es un factor de riesgo conocido de
recurrencia(229). Esto probablemente es debido a la menor prevalencia de
obesidad en poblacion joven (383).

En nuestro estudio, en 82 pacientes (24.8%) se constat6 la presencia de

trombofilia hereditaria, en 34 (10.3%) AAFL y en mas de la mitad de los pacientes
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(179, 54.2%) no se hallaron datos de trombofilia hereditaria ni presencia de AAFL
(Tabla 4).

Cabe destacar que en el estudio de Hylckama Vileg y colaboradores(366) el
porcentaje de pacientes con la mutacion del FVL y la disprotrombinemia fue muy
similar al porcentaje de nuestros pacientes con trombofilia hereditaria (alrededor
del 25%) y dada la baja frecuencia de las mutaciones AT (1.5%), PC (2.1%) o PS
(1.8%) que hubo en nuestra poblacion, podemos asumir cifras comparables de FVL
y disprotrombinemia con el estudio mencionado. No ocurrié lo mismo con el
estudio de Ahmad y colaboradores(367) en el que reportan cifras de trombofilia
hereditaria en los pacientes que recurrieron de casi un 50%, mientras que en
nuestra poblacion sélo el 32% de los pacientes que recidivaron tenian alguna de las
mutaciones consideradas como trombofilia hereditaria, sin diferencias
significativas frente al grupo que no recidivo.

Al comparar la prevalencia descrita en la literatura de las variantes de
trombofilia hereditaria cldsica en pacientes no seleccionados con ETEV con la
obtenida en nuestra poblaciéon, vemos que el FVL fue el mas frecuente (15.2%)
aunque algo inferior a lo descrito en estudios previos de alrededor del 20%(69). La
siguiente en frecuencia fue la disprotrombinemia con una frecuencia de 9.4%, en
este caso superior al 6% descrito en otros trabajos(128). Los déficits de los
inhibidores naturales de la coagulacion, AT, PC y PS presentaron una prevalencia
acorde, en nuestra poblacién, a la descrita en la literatura (1.5, 2.1 y 1.8
respectivamente)(54,119).

No encontramos datos sobre el porcentaje de pacientes con AAFL en los
estudios de Hylckama Vileg y Ahmad(366,367) pero si observamos, revisando
series historicas, porcentajes dispares entre un 5%(384) y un 30%(385),
encontrandose nuestra serie en un valor intermedio del 10%. Esta diferencia de
porcentajes podria atribuirse a que estos estudios son anteriores a la aplicacién de
los criterios de Sapporo(176) y por tanto la variabilidad de AAFL analizados puede
ser elevada.

No observamos diferencias, estadisticamente significativas de los distintos

fenotipos entre el grupo de recidiva frente al que no (Tabla 4), probablemente
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porque en el fenotipo de mayor riesgo de recidiva, el fenotipo 2, el tratamiento
indefinido fue mas frecuente que en los otros 2 grupos.

En cuanto a los factores de riesgo adquiridos, la toma de AINES fue el mas
frecuente en nuestra poblacion (29.7%), sin diferencias significativas entre los
pacientes que recidivaron frente a los que no lo hicieron (Tabla 6). Entre los
distintos fenotipos, si encontramos diferencias en la toma de AINES que fue
significativamente menor en el grupo de AAFL que en el fenotipo 3. Esto
probablemente sea debido a que los pacientes con AAFL y manifestaciones clinicas
reciben tratamientos inmunosupresores e inmunomoduladores con potente
accion antiinflamatoria lo que disminuye el uso de AINES.

Esta descrito en la literatura que los pacientes que toman AINES, en
particular los inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2 (COX2), tienen
practicamente el doble de riesgo de tener una trombosis venosa con respecto a las
personas que no los toman. En un metaanadlisis reciente, con mas de 21000 casos
de ETEV y 100.000 controles, la OR entre los usuarios de AINES fue de 1.8 (IC 95%:
1.28-2.53) y de 1.99 (IC 95%: 1.44-2.75) para los pacientes que tomaron inhibidores
de la COX2(386). El mecanismo del aumento de riesgo, pese a que no se conoce
con precisidn, se especula que podria ser el hecho de que estos antiinflamatorios
inhiben la sintesis de prostaciclinas y facilitan la liberacion de tromboxano, un
potente activador de la agregacidon plaquetaria lo que podria a su vez, inducir la
formacion del trombo.

El tratamiento hormonal también tuvo especial relevancia en nuestra
poblacion (23.3%), de manera similar a lo descrito en otros trabajos(s4-56). Esto
probablemente es debido a la edad de nuestra muestra, donde el tratamiento
anticonceptivo y la gestacion es frecuente.

Cuando analizamos el namero de factores de riesgo que presentd cada
paciente de manera simultanea (Figura 42), al contrario de lo que cabria esperar
dada la naturaleza multifactorial de la ETEV y la literatura previa(387), la mayor
parte de ellos presentaba tnicamente 1 factor de riesgo o eran trombosis no
provocadas. En menos del 10% de la muestra se presentaban 2 factores de riesgo

asociados. Si bien, este dato hace que la carga genética sea ain mas importante si
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cabe en nuestra poblacidn, nos plantemos que pudiera ser un sesgo en la recogida

de datos pese a la meticulosidad con la que se llevé a cabo.

Por lo que respecta a las variantes genéticas que seleccionamos para
analizar, observamos que todas se encuentran en genes implicados en la
fisiopatologia de la ETEV. F2, F5 y Fu codifican factores de la coagulacion.
SERPINC1 codifica la AT que es el principal anticoagulante endégeno. FGA, FGBy
FGG codifican fibrinogeno que es el precursor de la fibrina, un componente
esencial del sistema hemostatico. CYP4V2 modula los niveles plasmaticos del FXI
de la coagulacién. GP6 codifica la glicoproteina VI que favorece la agregacion
plaquetaria. PAI-1 codifica el inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 con
un papel destacado en el sistema fibrinolitico(84,388,389).

En modelo aditivo, el alelo D del polimorfismo rsi1799768 fue el tnico que
incremento de forma significativa el riesgo de retrombosis, teniendo los pacientes
homocigotos para este alelo una mayor incidencia de recurrencia durante el
seguimiento.

El rs1799768 es el polimorfismo mas estudiado del gen PAI-1, también
llamado SERPINE]1, que codifica el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1
y se localiza en el cromosoma 7 (7q22.1). Esta variante genética, consiste en una
sola variacion de insercidn/delecidon de nucledtidos de guanosina (4G/5G) situada
en la posicion -675 de la region promotora de este gen. El alelo 4G es mas activo
transcripcionalmente que el alelo 5G ya que éste contiene un sitio adicional de
union a una proteina represora(39o) de modo que la transcripcién de PAI-1
aumenta en presencia del alelo 4G(391,392) y por tanto se especula que su presencia
podria contribuir a un mayor riesgo de eventos tromboticos.

El PAl 1 es una glicoproteina de la superfamilia del inhibidor de las proteasas
de serina (SERPIN) que desempefa un papel clave en el sistema fibrinolitico. Es el
principal inhibidor de los activadores del plasmindgeno tisular y del tipo
uroquinasa. Estos activadores promueven la conversién del plasmindégeno en
plasmina(393) la cual, disuelve los codgulos de fibrina. Por tanto, la sobreexpresién
de PAI-1, puede provocar el deterioro del sistema fibrinolitico aumentando el

riesgo de trombosis.
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Ademas, el PAI-1 también estd implicado en procesos como la recuperacion
celular, la angiogénesis y sobretodo la inflamacién(394-396). Es considerado un
reactante de fase aguda estrechamente asociado con otras citoquinas inflamatorias
como la interleucina 6 y el factor de necrosis tumoral alfa que se consideran los
principales contribuyentes a los aumentos de los niveles de PAI-1(397,398). Esto es
importante ya que la IL-6, producida tras la estimulacion por TNF-q, induce la
sintesis de PCR(399,400), haptoglobina y fibrinégeno(401) e inhibe la sintesis de
AT y albimina(402). De hecho, la IL-6 tiene importantes efectos protromboticos y
ademdas promueve la agregacion plaquetaria(401,403,404).

Como se comentd previamente en la introduccion, existe una evidencia
cada vez mas solida de la compleja interaccion entre el sistema de la coagulacion y
la inflamacién en la formaciéon de trombos, lo que se ha denominado
inmunotrombosis(41). En el presente trabajo, cuando analizamos los parametros
analiticos en los distintos grupos fenotipicos observamos diferencias en los valores
de fibrindgeno y otros parametros inflamatorios, incluyendo la PCR y la VSG que
estaban significativamente mas elevados en el grupo de AAFL (Tabla 8). Como
sabemos, este grupo es quiza el que posee mas riesgo de recidiva pese a que en
nuestra poblacién no hubo diferencias estadisticamente significativas
probablemente por una mayor proporcion de enfermos con tratamiento
anticoagulante indefinido (Tabla 7).

Otro hecho importante es la asociacion de los niveles de PAI-1 con la
obesidad(405), uno de los principales factores de riesgo de recurrencia en la
ETEV(228). De hecho, se ha sugerido que el genotipo homocigoto 4G/4G, que
presenta niveles mas elevados de PAI-1, est4 asociado con la obesidad, modulando
los cambios en la distribucién del tejido adiposo en la menopausia(406). Por otra
parte, el exceso de depdsitos de grasa aumenta la induccion de PAI-1 mediada por
el estrés, causando de forma significativa eventos tromboticos en obesos(407).
Ademas, la obesidad esta considerada como un estado inflamatorio(408) y se
conoce su capacidad para sintetizar y secretar una serie de citoquinas
inflamatorias, en particular IL-6 y TNF-a.(409) que son capaces de inducir la

sobreexpresion de PAI-1.
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En la literatura, y en contra de lo que cabria esperar segin los datos
expuestos hasta ahora, la asociacion entre la presencia del alelo 4G y el riesgo de
un primer episodio de ETEV es muy controvertida(389,410-415). De hecho, en el
metaandlisis mds potente de GWAS realizado y utilizando la base de datos de los
1000 genomas(106), no se encontrd asociacion significativa entre esta mutacion y
el primer episodio de trombosis venosa.

Hasta el momento, s6lo hay un estudio donde se ha investigado la relacion
entre el riesgo de recurrencia de la ETEV y el polimorfismo 4G/5G(416). En este
trabajo, se observo que el papel del alelo 4G del PAI-1 en la retrombosis dependia
de la presencia de la mutacion del FVL, es decir, se asociaba con mayor riesgo de
recurrencia solo en presencia del FVL.

Este hallazgo, que ya se habia observado en pacientes con primer
episodio(415,417,418), apoya la idea que el polimorfismo 4G/5G es una mutacién
que transmite poco riesgo per se siendo sus manifestaciones clinicas mas evidentes
cuando se combina con otras variantes genéticas(419).

El presente trabajo se ha realizado en pacientes jovenes sin comorbilidades
o enfermedades cronicas asociadas y que ya habian presentado un primer episodio
de ETEV. Esto quiere decir que probablemente se trata de una poblacién con una
carga alta de mutaciones genéticas, conocidas o no. El polimorfismo 4G/5G, por
tanto, presenta epistasis con otras variantes genéticas y este podria ser el motivo

del mayor riesgo de recurrencia trombética asociado en nuestro estudio.

Por otro lado, en un segundo paso y con las variables genéticas
seleccionadas, evaluamos en nuestra poblacion la validez predictiva de 3 SRG: un
“score” global (con alelos de riesgo y alelos protectores), un “score” de riesgo y un
“score” protector.

En los 3 “scores” analizamos, por una parte, una puntuacion basica de riesgo
genético en funcion del namero total de alelos de riesgo/protectores y por otra
parte, para tener en cuenta la asociacion mas fuerte de algunas mutaciones con la
ETEV, asignamos pesos basados en el logaritmo de la OR de retrombosis de cada

SNP obteniendo un “score” ponderado.
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Observamos que a mayor puntuacién del “score”, mayor porcentaje de
recidivas de forma significativa en el “score” ponderado global (Figura 52) y en el
“score” ponderado de riesgo y por niamero de alelos de riesgo (Figuras 54y 55).

Pese a que las puntuaciones del “score” fueron similar, tras ajustar por edad
y sexo, en los distintos grupos fenotipicos, las diferencias significativas en
porcentaje de recidivas y tertiles del “score” observadas en el total de la poblacion,
dependian fundamentalmente del fenotipo 3 (Figuras 53, 56 y 57). Es decir, la
mayor utilidad clinica del “score” en la prediccion de recidiva fue en el grupo de
pacientes sin trombofilia hereditaria clasica ni presencia de AAFL. Este dato es
importante ya que, en la practica clinica habitual, es en estos pacientes y quiza en
los del fenotipo tipo 1, donde es mas dificil predecir el riesgo de recurrencia,
sobretodo si son pacientes sin otros factores de riesgo identificables o con ETEV
no provocada.

Los pacientes de fenotipo tipo 2 (AAFL) generalmente son catalogados
como de riesgo alto y por tanto con indicacién de prolongar la anticoagulacion.
Por contra, es frecuente que los pacientes con fenotipo tipo 1 o tipo 3 se cataloguen,
con los datos clinicos y de laboratorio disponibles actualmente, como de riesgo
intermedio lo cual ofrece muchas dudas en cuanto a la decision de prolongar o no
la anticoagulacion. Por tanto, el disponer de una herramienta adicional que pueda
aportar informacion sobre el riesgo de retrombosis en estos pacientes es
extremadamente necesario.

Para analizar la capacidad predictiva de los distintos SRG obtuvimos las
curvas ROC para los modelos de regresion logistica y el estadistico C basado en los
modelos de regresion de Cox ajustados.

En las curvas ROC descubrimos que la adicién de la puntuacion de riesgo
genético al modelo considerando tnicamente variables clinicas asociadas al riesgo
de recidiva, mejor6 considerablemente el AUC (Figuras 61, 62 y 63), aunque la
capacidad discriminativa seguia siendo pobre.

Previamente, De Haan y colaboradores(368) habian analizado el uso de un
modelo combinado de factores genéticos y no genéticos para predecir el riesgo de
primer episodio de ETEV. Su puntuacion no genética tuvo un AUC superior a la

obtenida por la puntuacién genética pero no a la obtenida por la puntuacion
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coordinada genética y no genética. Pese a que nuestro estudio no es comparable
puesto que tanto los factores clinicos como los SNPs analizados son diferentes y
ademds la variable dependiente analizada no es la misma (primer evento o
recurrencia), nosotros observamos algo similar. Es decir, las variables clinicas
parecen tener mayor capacidad predictiva que la puntuaciéon genética, sin
embargo, ésta aporta capacidad de prediccion.

En este sentido, calculamos y comparamos el estadistico C, equivalente al
AUC, para los modelos de regresion de Cox, incluyendo solo el SRG, solo las
variables clinicas asociadas al riesgo de recidiva o ambos y observamos que la mejor
prediccidon se obtuvo al considerar, de manera conjunta el “score” junto con las
variables clinicas (Figuras 64 y 65).

Al afiadir variables analiticas como numero de leucocitos, plaquetas,
proteinas totales o pardmetros de inflamacion, aumenté considerablemente la
capacidad predictiva de los modelos, pero nuestro pequefio tamafio muestral no
permite la inclusion de tal numero de variables independientes.

Es probable que la adiciéon al modelo de nuevas mutaciones descubiertas
recientemente pueda mejorar la capacidad predictiva del SRG. De hecho, un
estudio de simulacion, demuestra que el AUC depende del numero de SNP
incluidos, de su OR y de la frecuencia de los alelos de riesgo(420). Si se tiene en
cuenta que la heredabilidad de la ETEV es de aproximadamente 50-60%(59,60) el
AUC maxima que se podria obtener si todos los contribuyentes genéticos
estuvieran en el modelo de prediccion seria de 0.90.

En cualquier caso, nuestros SRG han demostrado mejorar la evaluacion
habitual del riesgo de ETEV basada una serie de variables clinicas. Por tanto, la
evaluacion conjunta del riesgo clinico y genético, mediante SRG, permite
discriminar mejor a las personas con alto riesgo de recurrencia y que deben recibir
tratamiento anticoagulante a largo plazo de las de bajo riesgo en las que se puede
suspender de forma segura la anticoagulacion. Esto es fundamental para
minimizar la aparicién de eventos adversos, es decir, recurrencias y hemorragias.

Nuestros resultados son coherentes con los datos obtenidos por los escasos

estudios disponibles que evaltian un SRG en la recurrencia de ETEV.
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En 2008, Van Hylckama y colaboradores(421) sembraron la semilla de los
SRG al examinar, de manera sistematica, el efecto de la herencia de multiples SNPs
potencialmente causales en el riesgo de recurrencia. Para ello, en 817 pacientes con
un primer episodio de ETEV, midieron 15 SNPs localizados en los locus FVL,
MTHFR, FGB, HRz2, FXIIl, CYP2Cg, PT20210, IL1B, ACE, CBS y TFPI. Fueron
afadiendo de manera secuencial los SNPS, en orden de rango de riesgo y vieron
que conforme aumentaban el numero de SNPS, aumentaba el riesgo de
recurrencia, pero también disminuia el nimero de pacientes que portaban las
mutaciones. Por tanto, concluyeron que pese a demostrar su utilidad, el andlisis de
multiples SNPs en la recurrencia de ETEV se limitaria a una pequena proporcion
de pacientes.

En 2014, este mismo grupo(366), elabor6 una puntuacién o SRG basado en
31 SNPS de 22 genes asociados de manera consistente con el riesgo de un primer
evento y evaluo su valor predictivo en la recurrencia. Los SNP se localizaban en los
locus Fs5, F2, Fu1, ABO, F13A1, FVW, SERPINC1, FGG, RGS7, PROCR, Fg, NATS8B,
PROC, F3, F13B, F8, TFPI, HIVEP1, NRil2, STXBP5, CPB2 y GP6 y en un modelo
aditivo todos los SNPs individuales se asociaron ligeramente con el riesgo de
recurrencia, con la asociacion mas estrecha para la mutacion FVL. Tras 4 afios de
seguimiento hubo una tendencia hacia mas alelos de riesgo en los pacientes que
recidivaron en comparacion con los pacientes que no lo hicieron.

Sorprendentemente, estos autores observaron que un SRG que incluia los 5
SNPS (Fs, F2, ABO, Fu, FGG) que mas solidamente se asociaban con la ETEV
mostraba una capacidad predictiva similar que el SRG basado en los 31 SNPs. Este
hecho indica el valor limitado de las variantes frecuentes con OR bajas cuando se
comparan con variantes de baja frecuencia pero OR altas, lo que pone de
manifiesto la necesidad de identificar nuevas mutaciones raras pero con alto riesgo
asociado de retrombosis para optimizar los modelos de prediccion.

En 2019 Ahmad y colaboradores(367) testaron un SRG de 12 SNPs en un
estudio de seguimiento prospectivo de 1465 pacientes con un episodio de ETEV
previo. Los SNPs se localizaban en los locus A2M, ABO, FGG, FV, PAl-1, Fui1, TTO,
ApoM, MRPL37, THBDy P Selectina. En un modelo aditivo, los SNPs que de manera

individual se asociaron mas estrechamente con el riesgo de recurrencia fueron los
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situados en los locus A2M, ABO, FGG y FVL. Todos los demas SNPs mostraron una
asociacion leve, nula o incluso negativa cuando se analizaron individualmente. Al
aumentar el numero de alelos de riesgo observaron una tendencia al aumento del
numero de pacientes que recidivaban.

Ademas, al igual que en el estudio anterior, el poder discriminatorio de un
modelo simplificado de 8 SNPS (FVL, F2, ABO, FGG, Fu1, PAI-1, TFAM y ApoM) fue
similar al de 12 SNPs particularmente en ETEV provocado y en pacientes varones.

Cabe destacar que los “scores” analizados en estos estudios se basaron
Uunicamente en el contaje simple de alelos de riesgo, mientras que en nuestro
estudio anadimos el “score” ponderado en el que a cada alelo de riesgo se le daba
un peso determinado en funcién del logaritmo de la OR lo que puede ayudar a una

prediccion mas precisa.

Como objetivos secundarios, analizamos el impacto de las variantes
genéticas en el riesgo de recidiva segin el fenotipo clinico y establecimos
haplotipos de riesgo para la recidiva.

En cuanto a la asociacién de los polimorfismos con los fenotipos clinicos, el
hallazgo en el fenotipo 1 (trombofilia hereditaria) de una proporciéon mayor,
estadisticamente significativa, del FVL y de la mutacién F2 G20210A (Tabla 15) era
algo esperable dado que son las mutaciones mas prevalentes en la raza caucasica.

En el grupo de pacientes con AAFL, se encontré una proporcion mayor de
un polimorfismo proximo al PAI-1 y probablemente con un alto desequilibrio de
ligamiento con él (Tabla 16). Esto, tal y como se ha comentado previamente,
refuerza nuestros hallazgos de mayor patron inflamatorio en estos pacientes y alto
riesgo de recurrencia.

Mas dificil de interpretar son los hallazgos del FGG, menos frecuente en el
fenotipo 2 y mas en el fenotipo 3, asi como la mayor proporcién del polimorfismo
del Fu1 en el fenotipo 2 y del polimorfismo del F5 en el fenotipo 3 (Tabla 17). En
este sentido, no hemos encontrado ningun trabajo en la literatura en el que se
compartan estos resultados por lo que sigue siendo necesario la replicacion de los

resultados en otras poblaciones.
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Posteriormente, teniendo en cuenta los principales polimorfismos
asociados en el andlisis individual, realizamos el analisis de asociacion utilizando
haplotipos. Este andlisis, en contraposicion al andlisis con marcadores
individuales, hace que los resultados sean mas consistentes.

No obstante, detectamos un unico haplotipo asociado con el riesgo de
recidiva trombética (Figura 51 y Tabla 21). Este haplotipo, se localiza en el
cromosoma 4 y estd formado por polimorfismos de los locus FGA (rs6o50 y
rs2070006) y Fu (rs3822057 y rs2036914). Hasta la fecha no ha sido descrito
previamente y seria interesante su andlisis en otras poblaciones con mayor tamafio
muestral con el fin de profundizar en el conocimiento de la interrelacion entre los

genes que afectan el desencadenamiento de la recurrencia en la ETEV.

Tras la discusion de estos aspectos, es interesante mencionar que nuestro
estudio presenta una serie de puntos fuertes como son el gran ntmero de
recurrencias observados en una cohorte homogénea y bien caracterizada de
pacientes, con un seguimiento prolongado y estricto. Esto nos permitio realizar
una rigurosa definiciéon del fenotipo evitando sesgos de clasificacion, reforzando la
validez interna de nuestros hallazgos y maximizando la calidad de los datos
notificados.

Al mismo tiempo, hemos demostrado que la combinacion de factores
clinicos y genéticos en una sola puntuacion combinada produce un modelo
predictivo con mejor precision diagndstica. Nuestros resultados sugieren que la
utilizacion de puntuaciones de riesgo poligénico, o SRG, en la practica clinica
podrian mejorar la prediccion y tratamiento de las recurrencias de la ETEV.

Como hemos comentado previamente, en nuestro trabajo, hemos analizado
un “score” ponderado en el que hemos considerado que cada variante genética
pudiera tener distinto peso en funcion del riesgo asociado, en oposicidn a estudios
previos que se basaban unicamente en el contaje simple de alelos de riesgo
considerando el mismo peso para todos los polimorfismos.

Pese a los inconvenientes del estudio genético, incluyendo el precio y la
demora en los resultados, dado que la poblacion a la que se plantea aplicarla son

los pacientes de alto riesgo con un primer episodio previo de ETEV, los recursos
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utilizados serian menores que si se utilizaran en poblacion general. Ademas, si se
determina de antemano un grupo de marcadores concretos con fines diagnosticos
y no de investigacion, se podria disminuir drasticamente tanto el coste como el
tiempo de espera facilitando su inclusion en la practica clinica diaria.

Tras todo lo discutido previamente, pese a que nuestros resultados
muestran una buena relaciéon entre el SRG y el riesgo de ETEV, deben interpretarse
con precaucion debido a las limitaciones de nuestro estudio.

En primer lugar, se trata de un estudio unicéntrico con una cohorte de
pequefio tamarfio en el que los datos se extrajeron retrospectivamente. Aunque, si
bien es cierto que el tamafio muestral fue bajo, lo que a priori apunta a que el
estudio se realizara con poca potencia, la precision del fenotipo en nuestro caso
pudo minimizar el problema. Por otra parte, el hecho de ser todos los pacientes
jovenes, de ascendencia europea y pertenecer a la misma zona geografica, aunque
evita determinados sesgos genéticos como la mezcla de etnias, puede hacer que se
incluyan otros como la presencia de perfiles genéticos propios que hace que sea
dificil extrapolar nuestros resultados a pacientes de otras edades y razas.

El limitado nimero de pacientes incluidos en el estudio, hizo que no
pudiéramos realizar andlisis estratificados por subtipo de enfermedad (TVP o
TEP), por etiologia segtn factores de riesgo asociados (provocado o no provocado)
0 por sexo, entre otros.

Cabe destacar que la estrategia de genes candidatos y GWAS en la que se
baso la identificacion de los SNPs analizados en el presente trabajo, identifica
principalmente las variaciones genéticas comunes, pero con efectos marginales. Es
probable, que las variantes raras, es decir, de baja frecuencia, pero con riesgo
asociado alto, puedan influir en la heredabilidad perdida. En este sentido, es
importante mencionar que en el presente estudio no se han incluido antecedentes
familiares de los pacientes debido a que su recogida fue errdtica y limitada a un
pequefio naumero de participantes.

Asi mismo, dado que las muestras se recogieron y analizaron en el periodo
de tiempo comprendido entre 1989 y 2017, es posible que en el “score” propuesto
no se hayan tenido en cuenta variantes genéticas descubiertas posteriormente y

que pudieran haber influido en el resultado. No obstante, pensamos que el
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presente trabajo demuestra la utilidad de la aplicacion de una puntuacion genética
multiple independientemente de los SNPs utilizados que obviamente podrian
optimizarse con el paso del tiempo.

Por otro lado, nuestro “score” de riesgo genético esta limitado por la
suposicion de que todos los SNP acttian de manera aditiva en el riesgo de ETEV,
mientras que no se puede excluir un efecto multiplicativo. Sabemos que el
desarrollo de esta enfermedad es producto de la sinergia de varios factores, tanto
genéticos como adquiridos, de modo que el riesgo es producto de la interaccion
entre genes y entre estos con el ambiente y no por la simple suma de factores de
riesgo individuales.

En cuanto al andlisis estadistico genético, uno de los principales problemas
es la posibilidad de resultados falsos positivos debido a las multiples
comparaciones. Para abordar este problema hay varios métodos estadisticos,
siendo el de Bonferroni el mas utilizado, pero también el mas estricto. En nuestro
caso, en la regresion logistica, no encontramos asociacién con ningun
polimorfismo usando la correcciéon por comparaciones multiples por lo que,
teniendo en cuenta que todos los locus analizados eran genes candidatos,
decidimos obviar esta correccion. No podemos descartar, no obstante, que alguno
de nuestros resultados pudiera tratarse de un falso positivo.

Por altimo, nuestros resultados no se han replicado en otras poblaciones ni
se ha evaluado su utilidad clinica, en términos de reducciéon de eventos, asi como

su rentabilidad, lo que queda pendiente para futuros estudios.
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Conclusiones

En una poblacion de sujetos jévenes con un primer episodio de ETEV y sin
comorbilidades asociadas, aquellos con la presencia de AAFL presentaron
valores de parametros inflamatorios mas elevados lo que refuerza la

hipétesis de la inmunotrombosis en la ETEV.

El alelo D del polimorfismo rsi1799768 del gen del PAI-1 (SERPINE1), en un
modelo aditivo, aument6 de forma significativa el riesgo de recidiva en
nuestra poblacion. Seria de gran importancia replicar este resultado en otras
poblaciones para delinear el papel causal de esta variante, ya sea sola o

asociada con otros polimorfismos, en la recidiva de la ETEV.

La ETEV es una enfermedad poligénica donde la susceptibilidad de
presentar la enfermedad se debe a un gran numero de efectos acumulativos
de diversas variantes genéticas. Dada la baja prevalencia de estas variantes
en la poblacién general su consideracion individual tiene poca relevancia
clinica pero la utilizacion de multiples marcadores genéticos optimiza la

prediccion del riesgo de recurrencia.

En nuestra poblacion, la aplicacidon de una puntuacion de riesgo genético o
SRG mejord sustancialmente el algoritmo clinico de evaluacion del riesgo
de retrombosis y puede ser especialmente relevante en pacientes sin AAFL

y sin trombofilia hereditaria.

Las puntuaciones de riesgo, como el SRG propuesto en esta tesis, se
deberian considerar para su integracion en el disefio de estrategias
terapéuticas individualizadas en pacientes con alto riesgo de recidiva de

ETEV.

169



170



7. PERSPECTIVAS FUTURAS

171



172



Perspectivas futuras

Ante la necesidad de identificar nuevas mutaciones de baja frecuencia, pero
con alto riesgo de presentar la enfermedad, se estd implantando el uso de la
secuenciacion como método de eleccion para identificar mutaciones desconocidas
o extremadamente raras causantes de enfermedades comunes. En este sentido, las
técnicas de secuenciacion de nueva generacion se pueden aplicar a un conjunto de
genes candidatos, a toda la parte codificante del genoma (exoma) o a todo el
genoma. Su uso en la ETEV permitira descubrir nuevos locus y vias bioldgicas
relacionadas con la ETEV y su recidiva.

También seria interesante considerar aquellos elementos genéticos que no
cambian la secuencia del ADN pero que influyen en la expresion y regulacidn, lo
que se conoce como epigenética y que es un campo escasamente explorado en la
ETEV.

Asi mismo, es necesario profundizar en la interaccidon gen-gen y considerar
otros factores de riesgo clinico para mejorar aiin mas la prediccion del riesgo de
recurrencia.

Por ultimo, se deben planificar mas estudios especificamente en recidiva
para evitar extrapolar los datos obtenidos en primer episodio con los potenciales

sesgos derivados.
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