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EMBOLICA VENOSA

DEFINICION

La enfermedad tromboembolica venosa (ETV) es un proceso grave y potencialmente

mortal, caracterizado por la aparicion de un trombo formado inicialmente por plaguetas y
fibrina en el interior del sistema venoso profundo (mas frecuentemente en el sistema venoso
profundo de las extremidades inferiores), que puede crecer y fragmentarse. En este ultimo
caso, uno de los fragmentos puede desprenderse, progresar en la direccion del flujo
sanguineo y llegar al pulmén provocando una embolia pulmonar (EP). Por todo ello,
actualmente, se considera que la trombosis venosa profunda (TVP) y la EP son dos

manifestaciones de la misma enfermedad, a la que llamamos ETV*.

EPIDEMIOLOGIA

En la literatura existen varios estudios epidemioldgicos que evaltan la incidencia de la
enfermedad tromboembdlica. En el Tecumseh Community Health Study, la incidencia de
TVP era de 14,8 por 100.000 habitantes y afio entre los varones de 40-50 afios; y del 49,9
por 100.000 habitantes/afio entre los varones de 70-80 afios®. Las mismas cifras en mujeres
eran de 10 y 31/100.000 habitantes y afio, respectivamente.

En un trabajo realizado por Heit y colaboradores (cols.), la incidencia era de 117
cas0s/100.000 habitantes/afio®. En otra serie, se aprecia un marcado aumento de las
hospitalizaciones por TEP durante el otofio y el invierno, asi como una mayor mortalidad en
primavera’. Anderson y cols. hallaron una incidencia media anual de 48 casos de un primer
episodio de TVP y 36 casos de TVP recidivante, mas 23 casos de embolismo pulmonar por
cada 100.000 habitantes®. Si extrapolamos estos datos a la poblacion general, tendriamos
una incidencia de 170.000 casos iniciales y 90.000 episodios recidivantes de enfermedad
tromboembodlica cada afio en los Estados Unidos®. En un estudio reciente, se ha visto que la
incidencia de la TVP en pacientes asiaticos (mas concretamente de origen chino) es de 17
por cada 100.000 habitantes, y la incidencia de TEP en esta poblacion es de 3,9 por 100.000
habitantes/afio’.

La mortalidad de la ETV es del 2,5% en los pacientes que son diagnosticados y tratados de
forma rapida y adecuada®. La cifra de muertes por enfermedad tromboembdlica venosa en
EE.UU. se estima que estd en torno a las 50.000 al afio, y constituye la quinta causa de
muerte hospitalaria en Europa®®. Se deduce pues de lo expuesto, la necesidad de establecer
un diagndstico y un tratamiento lo mas precozmente posible, con el objetivo de reducir las

cifras de casos mortales de enfermedad tromboembdlica venosa.
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del flujo sanguineo, la activacion plasméatica de la coagulacion y la lesion de la pared del
vaso. Esta ultima se pensaba que influia mucho més en la génesis de la trombosis arterial
gue en la venosa, sin embargo, hoy sabemos que la lesion del vaso y el consiguiente dafio
endotelial-inflamatorio, provocan la liberacion de sustancias implicadas de manera importante
en la activacion de la coagulacion y la formacién del trombo venoso™.

La ETV es el resultado del efecto combinado de los genes y los factores de riesgo
adquiridos. Esta interaccion es la que daré lugar a enfermedad tromboembdlica o no. Dado
gue muchos de los factores genéticos que se conocen en la actualidad son relativamente
comunes, asi como los factores ambientales o adquiridos, es necesario estudiar una posible

interaccion entre ambos y de esta forma conocer un posible efecto sinérgico entre ellos™.

TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA DE MIEMBROS INFERIORES

Los trayectos venosos de los miembros inferiores (MMII) son el origen del 90% de los
trombos que embolizan en la circulacion pulmonar'®. La mayoria de casos de trombosis
venosa distal (venas situadas por debajo de la vena poplitea) cursan de forma asintomética,
pero en contra de una opinidn bastante generalizada, se asocian a un riesgo no despreciable
de embolia pulmonar. Aunque aproximadamente el 50% de las trombosis venosas profundas,
en el momento que originan la embolia pulmonar, son asintomaticas, la especificidad de la
clinica de éstas aumenta significativamente en un contexto clinico de embolia pulmonar.

En Europa, la incidencia de trombosis venosa profunda confirmada en la ciudad de Malmd
en 1992 fue de 1,6 por 1.000 habitantes/afio’®. Esta proporcion, es similar a la incidencia de
1,8 por 1.000 habitantes/afio encontrada en un estudio longitudinal de varones blancos
nacidos en 1913. La incidencia de trombosis venosa durante el embarazo, es
aproximadamente de 1 caso por cada 2.000 embarazos **, siendo mas frecuente en el tercer
trimestre y en el posparto. El tromboembolismo venoso es la principal causa de morbi-
mortalidad materna durante el embarazo y el puerperio. La muerte por un episodio de
tromboembolismo pulmonar, ocurre en 0,03 casos por cada 10.000 partos por via vaginal y
en 0,5 casos por 10.000 partos por cesarea®™.

En Espafa, no existen datos epidemiolégicos fiables, aunque se puede extrapolar, que
posiblemente, haya alrededor de 65.000 casos de TVP y 25.000 de EP al afio, lo que daria
una incidencia total de ETV de 90.000 casos/afio. En nuestro pais el 2,5% de las bajas
laborales totales se deben a procesos trombéticos venosos™.

Clinicamente, la trombosis de miembros inferiores suele caracterizarse (aunque no
siempre) por dolor, tumefaccion, aumento de la temperatura, cambio en la coloracion,

cianosis, ingurgitacién venosa y si afecta a otros territorios mas proximales puede observarse

-12 -
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de los factores de riesgo (esto es, las distintas situaciones clinicas que favorecen o hacen
posible el desarrollo de una trombosis) y los diagndsticos alternativos (esto es, la posibilidad
de que los sintomas del paciente puedan ser debidos a patologias diferentes a la
principalmente sospechada). La adecuada combinacion de la sintomatologia del paciente, la
exploracion fisica, la presencia o n6 de factores de riesgo y la presencia o no de un
diagndstico alternativo que nos explique los sintomas del paciente, la podemos utilizar para
realizar una buena aproximacién diagndstica.

La ecografia (eco-doppler) sigue siendo el procedimiento mas utilizado a la hora de

confirmar la sospecha diagnéstica de TVP de MMIIl. Es una técnica no agresiva, facil de

realizar, rapida, sensible y especifica, sobre todo en las venas proximales de los MMII
(especificidad >90%). La incapacidad para comprimir completamente la luz venosa, es
diagnostica de TVP. Con la ecocardiografia podemos valorar la presencia o no de trombos
intracardiacos y de grandes vasos. La flebografia es la técnica mas sensible y especifica pero
no siempre es practicable en enfermos criticos (técnica invasiva) y en muchas ocasiones no
esta disponible en los hospitales. Deberia realizarse si la anteriores exploraciones son
negativas y persiste una fuerte sospecha de TVP. Otras pruebas menos utilizadas son la
pletismografia de impedancia, la resonancia magnética nuclear o la tomografia axial
computerizada (TAC).

Los pacientes diagnosticados de TVP de MMII deberian tratarse con una pauta inicial de
heparina (en sus diferentes presentaciones), y posteriormente un minimo de 3 meses con
anticoagulantes orales. Con esa pauta se consigue reducir a cerca de un 5% el riesgo de
recidivas tromboembdlicas durante los primeros meses. La mortalidad debida a la TVP de
MMII va relacionada directamente con la posibilidad de desencadenarse un episodio de

tromboembolismo pulmonar.

TROMBOEMBOL ISMO PULMONAR (TEP)

El TEP consiste en la migracion hacia un territorio vascular pulmonar, de un trombo
formado en el sistema venoso (habitualmente, las venas profundas de las extremidades
inferiores), con oclusion de las arterias pulmonares.

Se estima que la incidencia real es de mas de 600.000 pacientes por afio en los EE.UU.",
ocurriendo el 75 al 90% de los fallecimientos, en las primeras horas de producirse el TEP;
esto limita las posibilidades diagnosticas y por supuesto terapéuticas. En Francia se han
estimado cifras de 100.000 casos anuales, en el Reino Unido 65.000 casos anuales y
60.000 casos anuales en ltalia®”.

La tasa de mortalidad por TEP sigue siendo muy alta, como lo demuestra en el Estudio
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tratamiento hospitalario’®. Ademas, el estudio de Prandoni'® muestra que la recurrencia a
largo plazo es muy elevada, prolongandose durante varios afios. En EEUU se estima que
100.000 pacientes mueren de TEP cada afio, y en la mayoria de los casos, los émbolos
proceden de TVP asintomaticas de los miembros inferiores. De los TEP diagnosticados en
autopsias, entre un 70 y un 80% no fueron sospechados clinicamente, por lo que desde hace
afios, sabemos que el TEP es una muy frecuente causa de muerte intrahospitalaria
prevenible. En Espafia, extrapolando datos de varios estudios, corresponderian
aproximadamente, unas 60.000 TVP cada afio, 40.000 EP cada afio y 6.000 muertes
anuales, que algunos autores cifran hasta en 23.000%°. Por tanto, debido a que tanto la TVP
como la EP a menudo cursan de manera silente o con sintomas inespecificos, es realmente
dificil conocer la incidencia, la prevalencia y la mortalidad reales de la enfermedad.

Las manifestaciones clinicas del TEP son totalmente inespecificas, pero valoradas

adecuadamente en su contexto, facilitan el diagnostico. Por lo general su intensidad depende
del grado de oclusion del lecho vascular pulmonar y del estado cardiorrespiratorio previo del
paciente. Sin embargo, es posible observar enfermos con embolia masiva (mas del 50% de
oclusion vascular) y escasa o0 nula sintomatologia, mientras que otros con embolias
submasivas presentan gran repercusion clinica. En la exploracion fisica, la taquipnea y la
taquicardia son los sighos mas constantes. En la serie de Stein, la disnea, la taquipnea o el
dolor toracico estaban presentes en el 97% de los pacientes®.

Las exploraciones complementarias incluyen la busqueda del foco trombotico

(generalmente a nivel de las extremidades inferiores mediante ecografia-doppler), estudios
de presuncion (laboratorio, radiografia de térax y ECG) y de confirmacion (gammagrafia de
ventilacion-perfusion, TAC helicoidal, arteriografia y resonancia magnética). La TAC helicoidal
ha demostrado su éptima sensibilidad y especificidad en el diagnéstico del EP, asi como en el
diagnostico diferencial con entidades que clinicamente simulan un EP?. La arteriografia
pulmonar continla siendo el “patron oro” para el diagnostico del EP, aunque su escasa
disponibilidad, el contar con un personal perfectamente entrenado, asi como la agresividad
de la prueba, sus graves complicaciones y el alto coste econdmico que genera, han hecho
gue actualmente se utilice en nuestros hospitales en muy contadas ocasiones.

Diversos estudios necrépsicos, demuestran que a menudo la embolia produce la muerte sin

haber sido sospechada®?’

, mientras que en algunos trabajos clinicos se demuestra que en
ocasiones se llega al diagnéstico de tromboembolia pulmonar unos dias después de
ingresado el paciente y los sintomas se atribuyen a otras enfermedades mas comunes, como
la insuficiencia cardiaca y la neumonia.

La muerte por EP oscila entre el 23,1 y el 30% a los 8 afios del episodio inicial, y aunque la
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TROMBOSIS VENOSAS DE LOCALIZACION INFRECUENTE
Trombosis de miembros superiores

La trombosis venosa profunda de miembros superiores es una entidad clinica poco
estudiada, aunque responsable del 4% de todos los casos de TVP. Se ha descrito una
prevalencia del 0.15% entre todos los pacientes hospitalizados®™. La causa mas frecuente de
las trombosis de miembros superiores es la utilizacion de los catéteres centrales®. Sin
embargo, algunos pacientes presentan la trombosis sin ninguna relacién con esfuerzos ni
alteraciones locales. La prevalencia de un estado de hipercoagulabilidad en las trombosis de
miembros superiores, oscila entre el 8 y el 43%, siendo lo mas frecuente la presencia de
anticuerpos antifosfolipido®" *.
Trombosis mesentérica

Es la tercera localizacibn mas frecuente de trombosis venosa después de los miembros
inferiores y la embolia pulmonar. Su aparicién se ha asociado a la presencia de cuadros
adquiridos como sindromes mieloproliferativos o anticuerpos antifosfolipidos, pero cada vez
es mayor el nimero de casos relacionados con trombofilia genética®=>*.
Trombosis portal

La etiologia de la trombosis portal es variada: carcinoma hepatocelular, cirrosis hepética,
traumatismos, estados de hipercoagulabilidad tanto adquiridos como genéticos, y también se
ha visto asociada con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida®**’. Entre el 0,6 y el 26%
de los pacientes con cirrosis la presentan, dependiendo del criterio de seleccion de los
pacientes y de las pruebas diagnosticas que se realicen®.
Trombosis venosa cerebral

Se desconoce con exactitud la incidencia de la trombosis venosa cerebral (TVC). La
mayoria de las series de autopsias le atribuyen una frecuencia muy baja, aunque
probablemente sea mayor de lo que tradicionalmente se ha apuntado®®. La TVC es un
cuadro poco frecuente, de alta mortalidad y que a menudo deja secuelas neuroldgicas. La
trombofilia referida con mas frecuencia ha sido el FVL, aunque en los estudios mas recientes
gue investigan también la mutacién de la protrombina y de la C677T, ambas parecen ser mas

prevalentes®®*'.

SINDROME POSTROMBOTICO
Entendemos como sindrome postrombaético (también llamado sindrome postflebitico), al

conjunto de alteraciones que pueden aparecer en la extremidad de un paciente, meses o
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La prevalencia de IVC en la poblacién adulta se ha calculado entre el 10 y el 40%*. En
Espafa, recientemente se ha publicado un estudio de incidencia de sindrome postrombético
tras seguir clinicamente a 135 pacientes durante 1 afio. La incidencia de SPT, valorada
mediante flebografia tras los 12 meses fué del 56.3%, independientemente de la edad, sexo,

recuento plaquetar o anticoagulacion empleada®.
Manifestaciones clinicas

La incompetencia valvular es la causa mas importante del sindrome postrombotico. El
edema es el sintoma mas frecuente y de aparicion mas precoz. Las varices superficiales son
la expresion clinica de la circulacion venosa colateral. El dolor se acusa mas en los
ambientes calurosos, con la sedestacion prolongada y en bipedestacion®. Las alteraciones
cutaneas se manifiestan crénicamente como atrofia, induracion, prurito e hiperpigmentacion,
que aunque afecten a toda la pierna suelen ser mas selectivas en la region supramaleolar®.
La ulcera postrombética puede considerarse el estadio evolutivo final de los trastornos

tréficos cutaneos.
Diagnostico

El diagnoéstico de sindrome postrombotico, es a veces obvio en situaciones clinicas si los
sintomas comienzan gradualmente*’. Los pacientes con un antecedente de TVP que
desarrollan signos y sintomas compatibles con IVC, no precisan de pruebas objetivas que
confirmen el diagndstico de sindrome postrombético. El resto de pacientes pueden
beneficiarse de pruebas como la ecografia-doppler de MMII para valorar trombosis no

conocidas®.

IB. ESTADOS DE TROMBOFILIA: FACTORES ADQUIRIDOS Y
GENETICOS

DEFINICION

Con este término, se definen las diversas alteraciones heredo-familiares o adquiridas cuya
presencia predispone estadisticamente a fendmenos trombéticos venosos o arteriales. Se
suele aplicar el término de trombofilia, solo a un subgrupo de pacientes con trombosis que
presentan una gran expresividad clinica®. El desarrollo de un episodio de trombosis venosa
es el resultado de la combinacion de diversas circunstancias externas, junto con la

predisposicién genética y adquirida de cada persona (Figura 1).
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La trombofilia primaria o hereditaria define aquellas situaciones en las que, como
consecuencia de una alteracion genética especifica del sistema hemostatico, se condicionan
estados protrombaéticos o de susceptibilidad hereditaria para el padecimiento de
trombosis®>®. Se diferencian estos procesos, de las situaciones conocidas como estados de
hipercoagulabilidad secundaria, grupo heterogéneo de trastornos clinicos donde el riesgo de
padecimiento de procesos trombaticos es adquirido.

Y
J’:‘/#

Figura 1

Caracteristicas clinicas

Las principales caracteristicas clinicas son: trombosis venosa o arterial, frecuente aparicion
a edades tempranas (< 45 afos), episodios de repeticion (>50%), historia familiar de
trombosis, localizaciones inusuales de la trombosis e intensidad desproporcionada al factor
desencadenante. Otros fendbmenos que pueden aparecer en este tipo de trombofilias, serian,
la presencia de necrosis cutanea asociada a anticoagulantes orales, purpura fulminans
(neonatos), pérdidas fetales recurrentes, etc.

En pacientes que hayan tenido un episodio de trombosis venosa antes de los 18 afios, la

prevalencia de alteraciones trombofilicas es alrededor de un 54% (deficiencia de factores
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antitrombina (AT), proteina C (PC) y proteina S (PS), factor V Leiden y protrombina 20210A,
estan presentes en un 40% de pacientes que han presentado un primer episodio de
trombosis venosa profunda en miembros inferiores, antes de los 45 afios. Estos factores
hereditarios, estan presentes en un tercio de los casos de pacientes con un episodio de TVP
después de los 45 afios y/o sujetos que presentan TVP secundarios a embarazo,
traumatismo, cirugia, anticonceptivos orales, inmovilizacion con yeso o encamamiento
prolongado®**°.

Los pacientes diagnosticados de ETV en los que se deberia descartar una trombofilia

congénita, suelen presentar alguna de las siguientes caracteristicas:
1) historia familiar de trombosis, 2) trombosis venosa recurrente en el curso de tratamiento
anticoagulante estable, 3) trombosis venosa a una edad joven, en pacientes <45 afos, 4)
trombosis idiopéatica sin factores desencadenantes identificados, 5) trombosis en territorios
venosos no  habituales: cerebral, mesentérica, portal, venas hepaticas, 6) trombosis o
purpura fulminante neonatal y 7) necrosis cutanea al iniciar tratamiento con anticoagulantes
orales.

El realizar un screening a estos pacientes es sélo una recomendacioén, a la vez bastante
controvertida®. Por otra parte, la decision de anticoagular a corto plazo es la misma para
todos los pacientes y no esté claro si el screening tiene algun beneficio a largo plazo. El
estudio debe ser realizado también a los familiares en primer grado, con una doble finalidad,
confirmar la naturaleza hereditaria e identificar sujetos enfermos asintomaticos que pueden
beneficiarse del uso de profilaxis en situaciones de riesgo.

Diagnéstico

No existe para los estados trombofilicos heredados ninguna prueba standard y global de
hemostasia que permita su identificacion, siendo necesaria la realizacion de diversos tests
analiticos. Los tests de laboratorio escogidos para realizar un diagnéstico de trombofilia
congénita deben ser especificos, limitados en nimero y lo mas importante, sus resultados
deben ser clinicamente relevantes.

Podemos realizar los tests para detectar trombofilia congénita en 2 etapas (Figura 2). El
primer paso del diagnéstico de laboratorio consistiria en excluir o confirmar las causas mas
frecuentes de estados trombofilicos congénitos. Para las deficiencias de AT y PC, deben
emplearse métodos funcionales. En el caso de la PS, se medira la PS libre por métodos
inmunologicos. Si una primera etapa confirma la existencia de un déficit de AT, PC o PS, en

una seqgunda fase se emplearan técnicas inmunolégicas para medir la concentracion

antigénica de la proteina deficitaria y poder catalogar el subtipo concreto de deficiencia. Por

Gltimo, se realizara el analisis molecular®’.
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-actividad funcional AT, actividad funcional proteina C, proteina S libre, analisis DNA
factor V Leiden, andlisis DNA protrombina, tiempo de trombina, test funcional RPCA.

Primera etapa J
Sequnda etapa q

-tests inmunolégicos AT, PC o PS, analisis DNA AT, PC o PS, homocisteina plasmatica,
dosificiacion del factor VIII, anticuerpos anticardiolipina.

Figura 2

Déficit de Antitrombina

La antitrombina es una de las proteinas reguladoras mas importantes de la coagulacion. Se
une irreversiblemente y neutraliza a gran parte de las enzimas procoagulantes como factores
Il, IX'y X. Su deficiencia como causa de trombofilia fue descrita por primera vez en 1965.
Esta alteracion genética se trasmite de manera autosomica dominante. La mayoria de los
afectados son heterocigotos, con niveles de AT que oscila entre 40-70%, y son muy raros los
casos de homocigotos. La prevalencia del déficit de AT en la poblacién general es de 0,02-
0,2%, mientras que en los pacientes con trombosis venosa no seleccionados es de alrededor
de 1% y entre el 1-7% en los pacientes seleccionados. El riesgo de trombosis asociado a
déficit de AT es 50 veces superior al riesgo en las personas sin este déficit °®
Déficit de la proteina C

La proteina C es una glucoproteina vitamina K dependiente, con un peso molecular de
68Kda. Su sintesis es hepatica, y circula en plasma en forma de zimégeno de la proteina C
activada (PCA). La proteina C es capaz de inactivar a los factores Va y Vllla.

La deficiencia de proteina C es un defecto de transmision autosémica dominante. La
prevalencia del déficit de proteina C en la poblacién general es del 0,2-0,4% y en pacientes
con trombosis venosa no seleccionados es de aproximadamente del 3%, mientras que en
pacientes seleccionados oscila entre el 3-9%. El déficit de proteina C se asocia con una
elevacion del riesgo de trombosis de entre dos y seis veces **%.
Déficit de proteina S

La proteina S es una proteina monocatenaria dependiente de la vitamina K, cuya funcién es
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Existen pocos estudios de prevalencia del déficit de proteina S en la poblacion general,
pudiendo oscilar entre un 0,02-0,03%; mientras que la prevalencia en pacientes con
enfermedad tromboembolica no seleccionados es del 2% y en pacientes seleccionados
oscila entre 3-13%°. En un importante estudio caso-control no se pudo confirmar que fuera
un factor de riesgo de trombosis venosa, pero existen estudios familiares que apoyan la tesis
de que lo sea. Aunque el riesgo no ha podido ser cuantificado, la evidencia de su implicacion
en la trombosis venosa es menor que en el caso de la proteina C %%,

Resistencia a la PCA / Factor V Leiden

En 1993, J6hn Dahlback desarrollé una nueva prueba de coagulacion para medir la
respuesta anticoagulante a la proteina C activada (PCA). Al adicionar una mezcla de PCA y
CaCl,, después de incubar la muestra con el reactivo TTPa, el tiempo de coagulacion se
prolong6 significativamente. Posteriormente, realiz6 esta prueba en un paciente joven con
multiples episodios de trombosis, donde no observéd la misma prolongacion del tiempo de
coagulacion. A partir de este momento, se definié a la resistencia a la proteina C activada
(RPCA) como un defecto anticoagulante (protrombdtico) asociado con trombofilia, que se
caracteriza por una pobre respuesta al efecto anticoagulante de la PCA®>°,

En los afios posteriores, se encontrd que el defecto no recaia en la proteina C, sino en el
sitio de clivaje del factor V (cofactor I&bil no enzimético del sistema de la coagulacion
sanguinea). Aproximadamente en el 90-95% de los casos, se debe a una mutacion en la
posicion 506 de la arginina por glutamina que confiere a este factor V una resistencia a la
inactivacion por la PCA, aumentando asi la trombina y credndose un estado de
hipercoagulabilidad. La mutacion es lo que se denomina actualmente como factor V Leiden
(FVL), por la ciudad en la que se describio por primera vez. A diferencia de las deficiencias de
AT, PC y PS, que usualmente manifiestan trombosis precozmente en la vida, el riesgo de
enfermedad tromboembodlica en la mutacién del factor V Leiden aumenta con la edad; de
hecho es una causa importante incluso en la tercera edad °"°°.

El FVL es la trombofilia mas prevalente, constituyendo en la actualidad la causa mas
frecuente de trombofilia hereditaria. Tiene una frecuencia de entre el 1-7% en los individuos
de raza blanca, siendo aproximadamente la prevalencia de un 5% en la poblaciéon caucasiana
europea y en la norteamericana (europeos, judios, arabes e hindues), estando practicamente
ausente en individuos de raza negra, en asiaticos, en indigenas americanos y esquimales.

En las sociedades occidentales muestra cierta variabilidad """, La mas alta prevalencia
se describié en Suecia (15%) y en Alemania (10%), Paises como Holanda, Reino Unido y
Estados Unidos presentaron unas cifras de alrededor de 3-5%, mientras que en Espafia e

Italia fue del 2%. En paises sudamericanos se ha descrito una prevalencia similar a la hallada

-20-


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
p— use period has ended,

B 3 CO m p | ete Thank you for using

P PDF Complete.

Click Here to l. El tipo de herencia de esta alteracion es autosémico

Unlimited Page ndividuos homozigotos cuyo riesgo de padecer TV es de

unas 91 veces superior al de la poblacién normal ®"2,

La relacion entre el FVL y la ETV se reconocié por primera vez en familias afectadas por
trombosis recurrentes’. De 14 familias con trombofilia, nueve (64%) presentaron resistencia
a la proteina C activada. La herencia era autosémica dominante y los individuos afectados
sufrieron trombosis en edades mas tempranas. Estos resultados, se confirman en estudios
realizados en pacientes jovenes con trombosis sin causa aparente, poniendo de manifiesto
prevalencias de entre el 18% y 45%". Los homocigotos para la mutaciéon del FVL, ain
presentan un riesgo mas alto. Asi en el Leiden Thrombophilia Study™ se indica que es 80
veces superior. Otros factores de riesgo estudiados en pacientes portadores de esta
mutacion son el embarazo, los abortos de repeticion y la toma de anticonceptivos
orales’""®%,

Protrombina 20210A (PT20210A)

En 1996 se describié una variante genética del gen de la protrombina, asociada con un
aumento del riesgo de trombosis. Esta mutacion esta localizada en la regién 3" no codificante
(3’'UTR) de este gen, y consiste en la sustitucion del nucleétido Guanina por el nucleétido
Adenina en la posicién 20210%. Desde el punto de vista funcional, se ha demostrado que
esta mutacion se asocia con niveles plasmaticos aumentados de protrombina, sugiriendo que
el aumento de riesgo asociado con el alelo 20210A puede estar relacionado con el aumento
de la concentracion plasmatica de esta proteina®*.

La prevalencia en la poblacion general oscila entre el 1y el 5% y en las series de ETV entre
el 5y el 19%. Esta mutacion ha sido encontrada en el 6,2% de pacientes con un primer
episodio de trombosis venosa profunda y en el 18% de los pacientes con trombofilia familiar

no explicada®®

. Los estudios caso-control, permitieron establecer un riesgo relativo de
trombosis para la presencia de este alelo de 2,8%. Su distribucién geografica es similar a la
del FVL y es infrecuente en Africa y el Sureste asiatico®”. En Europa, es mayor en los paises
del Sur siendo la prevalencia casi el doble en esta zona respecto a los paises nérdicos®®°.
En estudios de casos-controles, el riesgo relativo de tromboembolia venosa en los portadores
de la mutaciéon varia entre 2 y 12, y se han descrito asociaciones también a trombosis

arterial, abortos de repeticion y toma de anticonceptivos orales® .

Hiperhomocisteinemia y mutacion de la enzima metilen-tetrahidro-folato-reductasa
(MTHFR)

La homocisteina es un amino&cido, producto intermedio del metabolismo de la metionina y
la cistina®. Entre un 5-7% de la poblacion presenta niveles moderadamente elevados de

homocisteina plasmética. Defectos genéticos y deficiencias en el aporte de vitaminas y
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prmales de homocisteina por debajo de 12mmol/I®°. La

hiperhomocisteinemia se ha detectado en el 23% de los pacientes jovenes con ETV y puede
causar recurrencias de ésta®.

Las alteraciones genéticas que producen hiperhomocistinemia, son los defectos de las
enzimas involucradas en el metabolismo de la metionina, fundamentalmente la cistationina B-
sintetasa (CBS) y de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)®'.

Podemos concluir que la hiperhomocistinemia se podria incluir dentro de las alteraciones
gue condicionan un estado de hipercoagulabilidad que predispone a la trombosis. Estudios
caso-control han demostrado que niveles de elevados de homocisteina se asocian con un
mayor riesgo de trombosis venosa®'®. Sin embargo, existe mucha controversia actualmente
respecto a si la hiperhomocisteinemia y/o la mutacion MTHFR son verdaderamente factores

de riesgo para la ETV o n6 %4192,

FACTORES DE RIESGO ADQUIRIDOS
Los factores de riesgo adquiridos, aparecen en ciertas enfermedades y situaciones, en
las que el aumento del riesgo tromboético se debe a la activacion de moléculas

103-107 . Estos

proinflamatorias, incluyendo moléculas de adhesion y quimiotaxis leucocitaria
factores pueden ser modificados o corregidos en muchas ocasiones; de ahi la importancia de
reconocerlos lo mas precozmente posible en el paciente.
Edad

Varios estudios sostienen la asociacion entre el incremento de la edad y el aumento de la
incidencia de ETV. Asi como en la poblacién infantil la incidencia es sumamente baja, en
torno a 1 caso por 100.000 habitantes y afio, en la poblacién anciana mayor de edad alcanza
casi el 1% anual'®. Oger y cols. identificaron que la incidencia de ETV aumenta
marcadamente con la edad, especialmente en gente por encima de los 75 afios, en la que la
incidencia anual de ETV es el doble que en el grupo de gente con edades entre 60-74
aﬁOSlog’llO.
Sexo

Se ha visto que los varones padecen ETV con una incidencia mayor que las mujeres,
incluso en la tasa de recurrencia de la misma*'. Parece ser, que el posible incremento en los
hombres lo explican los casos de TVP secundarios a su mayor morbilidad y no por el sexo en
si'*2. Por el contrario, un estudio francés identificé un ligero aumento de la incidencia de ETV
entre mujeres (OR:1,3).
Etnias

Hay datos que sugieren que los episodios de ETV tienen una incidencia mayor entre ciertos

grupos étnicos o raciales. Por ejemplo, los africanos que viven en EEUU, parecen tener una
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Sedentarismo/Encamamiento

La inmovilidad, el reposo prolongado y el encamamiento, son otras situaciones medicas
frecuentes que predisponen a padecer un episodio agudo de trombosis, y justifican la elevada
incidencia de ETV que acontece en pacientes con algun tipo de pardlisis o con vendajes
escayolados, e incluso en sujetos sanos que realizan viajes aéreos prolongados™**.

Obesidad

Son muchos los estudios que mencionan a la obesidad como un claro factor de riesgo para
desarrollar enfermedad tromboembélica venosa'*****. En un estudio de cohortes, la obesidad
medida como IMC no fué un factor predictivo, pero si la obesidad abdominal (> de 95 cm.),

con un aumento del riesgo de 2,6 (1,1-6)"°.

Tabaquismo

En otro estudio de cohortes, se encontré6 un mayor riesgo de TVP primaria en el grupo de
fumadores de 35 o més cigarrillos respecto al de no fumadores, que resulté estadisticamente
significativo (RR de 3,3 (1,7-6,5)) '*".

Catéteres centrales venosos

Es ampliamente reconocido el poder trombogénico de los cuerpos extrafios intravasculares.
La incidencia de TVP asociada a catéter venoso central se ha estimado en 0,33-0,92 por
cada 1.000 cateteres/dia, cuando se realiza una flebografia para evaluar sintomas sugestivos
de TVP118—121

Tumores malignos

La asociacion entre ETV y cancer tiene bases fisiopatoldgicas solidas desde el momento en
gue se han aislado sustancias procoagulantes desde el tejido neoplasico, y en especial
cuando se trata de tumores secretores o tumores solidos; por ejemplo, cancer de mama,

pulmén, pancreas, prostata, cerebro, estomago, intestino, recto...'?*'%?

Cirugia

La lesion del endotelio producida en cualquier acto quirdrgico, junto con la éstasis venosa
por el reposo consecuente con la intervencion, predisponen a la aparicion de una enfermedad
tromboembdlica venosa en los primeros dias del postoperatorio, aunque en determinadas
intervenciones el riesgo persiste hasta algun tiempo después. La cirugia mayor es uno de los
factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de tromboembolismo venoso,
especialmente la cirugia ortopédica de cadera y rodilla™®**2°.
Traumatismos

El riesgo de ETV se ve aumentado en cualquier tipo de paciente que ha sufrido un
traumatismo mayor. Los traumatismos de la columna vertebral, especialmente cuando se

asocian con paralisis de los miembros inferiores, se asocian con ETV, variando la incidencia
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Embarazo v puerperio

El embarazo y el puerperio son considerados como periodos de alto riesgo protrombético.
El riesgo de presentar un episodio de tromboembolia venosa durante el embarazo es de 6 a
10 veces mayor en mujeres embarazadas que en las que no lo estan'**%,

Contraceptivos orales vy Terapia hormonal sustitutiva (THS)

La posibilidad del aumento del riesgo postrombético en las mujeres que utilizan
contraceptivos orales es bien conocido. En los afios sesenta, la explosion del uso de
anticonceptivos orales dié origen a numerosas publicaciones que sugerian un aumento
alarmante de la incidencia de ETV en mujeres jovenes sanas que utilizaban estrogenos
orales como anticonceptivos'**. Los estrégenos que se utilizan hoy en dia se asocian con un
riesgo significativamente menor en comparacion a los que se utilizaban hace 20 afios™**>**’. El
sobrepeso, la duracién del tratamiento, el tabaquismo y la trombofilia son los factores
biolégicos-clinicos mejor estudiados que se asocian a TVP en mujeres que toman
ACOlSS,l39—l41.

Diversos estudios de cohortes han encontrado una asociacion entre el uso de THS y
enfermedad tromboembdlica, con un riesgo entre 2 y 3 veces mayor en las mujeres que
8139,142,143 .

reciben TH

Sindrome antifosfolipido

El sindrome antifosfolipido es una de las causas mas frecuentes de trombofilia adquirida.
La presencia de anticuerpos antifosfolipidos o anticoagulante lUpico, tanto en el sindrome
primario como el secundario, se asocia a diferentes cuadros clinicos como trombocitopenia,
abortos de repeticién y tromboembolia venosa y arterial recurrente, siendo los vasos venosos
los més frecuentemente afectados. La TVP de las extremidades inferiores es la forma clinica
mas habitual. El riesgo de recurrencia aumenta progresivamente con el titulo de anticuerpos.
La presencia de anticuerpos antifosfolipidos no solo incrementa el riesgo de trombosis; la
presencia de anticuerpos anticardiolipina a los seis meses de un episodio tromboembdlico
144-147

venoso predice un elevado riesgo de recurrencia y de muerte

Otros factores de riesqo adquirido

No se conoce con exactitud la relacion que pueda existir entre factores como: hipertension
arterial, diabetes mellitus, patologia renal, elevacion del factor VIII de la coagulacion, infarto
agudo de miocardio, insuficiencia cardiaca, pacientes quemados, infecciones agudas, factor
VIII, grupo sanguineo ABO o0 enfermedad inflamatoria intestinal y la ETV. Probablemente la
presencia de alguno de estos factores actie como factor coadyuvante, especialmente si se

asocian entre si o con algin otro estado de hipercoagulabilidad*®*>?
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observado derivado de esos factores, excede la suma de los riesgos individuales derivados
del efecto de cada uno de esos factores. En la ETV, hoy en dia se considera necesaria la
coexistencia de varios factores de riesgo para que se desencadene un episodio agudo™.

Interaccidn gen-gen

El primer dato que hizo pensar en la hipétesis de la interaccion gen+gen en la ETV, fue la
demostracion de que las personas con déficit de PC e historia familiar de ETV tienen un
riesgo de trombosis mucho mas elevado que las personas con déficit de PC sin ninglin caso
de ETV en la familia. Como esta discrepancia en la expresion clinica no era achacable a las
distintas mutaciones de la molécula de la PC, se sugiri6 que deberia existir algin factor
genético adicional en las familias sintomaticas capaz de explicar esta diferencia'?. Hoy se
sabe que ese factor genético adicional es el FVL y que el 75% de los individuos que heredan
ambos factores desarrollaran trombosis'*°.

Interaccidn gen-ambiente

El desarrollo de un episodio de ETV, también se ve con frecuencia precipitado por la
interaccion entre un factor genético y otro ambiental. De este tipo de interaccién, la mejor
caracterizada es la interaccion entre anticonceptivos orales y el factor V Leiden y/o la
protrombina 20210A. Cuando coinciden el consumo de anticonceptivos orales y el factor V
Leiden, el riesgo de padecer un episodio de ETV es muy superior al riesgo individual para
cada uno de estos factores de riesgo (unas 4 veces superior)™”.

Similares resultados se han observado para las mujeres portadoras de la mutacion 20210A
de la protrombina y que toman anticonceptivos orales, y para las embarazadas que ademas
son portadoras de algun factor genético trombofilico™>**’,

Por ultimo, la importancia de los estudios de asociacion de familias con trombofilia y los
estudios de ligamiento que permiten demostrar la co-segregacion dentro de una familia de
una enfermedad y las variantes genéticas responsables, permite una mayor comprension de
la heredabilidad de la misma. El proyecto GAIT (Genetic Analisis of Idiopathic Thrombophilia)
es un estudio que incluye el primer analisis global del genoma orientado a conocer las bases
genéticas de la trombofilia. Una vez localizados e identificados los determinantes genéticos,
es cuando seran necesarios los estudios de asociacion, ya que permiten analizar el efecto

que estos genes representan para el riesgo de padecer ETV en nuestra poblacion®®.

TROMBOFILIA Y RECURRENCIA DE LA ETV
La mayoria de los pacientes que han presentado alguna manifestacion de la enfermedad
tromboembdlica venosa en algiin momento de su vida, presentan un riesgo elevado (unas 50

veces mayor) de sufrir un nuevo episodio tromboético durante los préximos afios™*'®°, El
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espontaneo. Sin embargo, una vez finalizado el tratamiento anticoagulante, la probabilidad de
recurrencia a los 5 afios es aproximadamente del 30% para los hombres y 8% para las
mujeres '°*. En una cohorte poblacional de 1720 personas con TVP seguidas durante 10
afios, se aprecio una recurrencia media acumulada al afio del 5%,

La recurrencia de la ETV, es mas frecuente en pacientes varones, con edad avanzada,
pacientes que estdn sometidos a inmovilizaciones prolongadas y en pacientes que padecen
neoplasias activas. En un trabajo reciente, han sido analizados 98 pacientes con enfermedad
tromboembdlica venosa menores de 50 afios. La presencia de anticuerpos antifosfolipidos,
alteraciones congénitas de la coagulacion (FVL, P20210A, déficit proteinas C y S), el ser
varon y la presencia de obesidad en el paciente, resultaron ser factores de riesgo para la
recurrencia de la enfermedad tromboembdlica venosa'®.

La continuacion del tratamiento disminuye la incidencia de recurrencias durante el mismo,
pero a costa de un incremento en la incidencia de hemorragias. Ademas se ha observado
que el beneficio obtenido con la prolongacion de la anticoagulacidon no se mantiene tras la
suspension del mismo. Si alguna de las alteraciones incluidas en el estudio de
hipercoagulabilidad supusiera un aumento del riesgo de recurrencia trombética, cabria
plantearse la prolongacion del tratamiento en los portadores de las mismas. De hecho, la
American College of Chest Physicians (ACCP), en su Ultima conferencia consenso,
recomienda mantener la anticoagulacion por tiempo prolongado en pacientes con sindrome
antifosfolipidico o con deficiencia de antitrombina'®. En relacién a esta afirmacion,
recientemente se ha publicado un estudio, donde los pacientes con trombosis venosa
profunda que tenian positividad para los anticuerpos anticardiolipina presentaban un aumento
del riesgo (RR: 6.0; Cl: 95% 1.2-29.5) de recurrencia de la enfermedad tromboembdlica
venosa'®. Otros aspectos estudiados y que parecen relacionarse con el aumento de la
recurrencia de la enfermedad tromboembdlica venosa en los pacientes, han sido la presencia
de trombosis residual persistente (evaluada a los 6, 12, 24 y 36 meses después del episodio
trombdtico inicial), la determinacién del dimero-D mediante la técnica STA-Liatest y la no
resolucion del trombo en la flebografia tras el tratamiento inicial con HBPM %,

Recientemente, un estudio prospectivo mostraba que la presencia o ausencia de una
trombofilia hereditaria (factor V Leiden, mutacion G20210A de la protrombina, deficiencia de
AT, PC 6 PS), no se asociaban con variaciones en la tasa de recurrencias, tanto si el episodio
trombético fue secundario o espontaneo™®’. Sin embargo, aunque la presencia o ausencia de
una alteracion aislada no parece influir en el riesgo de recurrencia trombotica, se ha descrito
que la concurrencia de varias alteraciones si se asociaria con un aumento de la incidencia de

recurrencias. En este sentido, los portadores heterocigotos del factor V Leiden y de la

- 26 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
p— use period has ended,

B 3 CO m p | ete Thank you for using

P PDF Complete.

Chck Heorelilt na, presentaban en un estudio en 412 pacientes, una

Unlimited Pa imente superior que los portadores Ginicamente del factor

V Leiden (RR: 2,6). Por el contrario, el riesgo de recurrencia en los portadores heterocigotos
del factor V Leiden o de la mutacion de la protrombina en solitario incluidos en este trabajo,
fue similar al de los pacientes sin ninguna de las dos mutaciones (RR: 1,1 y 1,3
respectivamente)*®®

Otro estudio en pacientes portadores del FVL con y sin recurrencia trombética, concluia que
la incidencia de ETV recurrente dependia de la presencia concomitante de otras alteraciones
trombofilicas, ademas de si el primer episodio trombatico habia sido espontaneo o

secundario®®®,

IC. EL TAFI'Y SU PAPEL EN LA HEMOSTASIA
EL SISTEMA FIBRINOLITICO

El sistema de la fibrinolisis es un proceso enzimatico compuesto por una serie de

activadores e inhibidores, que regulan la conversion de una proenzima circulante
(plasmindgeno) en el enzima activo (plasmina) (Figura 3). La plasmina, al actuar sobre la
fibrina, la transforma en productos de degradacion solubles (PDF). Son los fragmentos X, Y,
Dy E. Si actta sobre la fibrina estabilizada por la accién del fXIIl, da lugar a la formacion de
un fragmento adicional: el dimero-D; formado por dos fragmentos D unidos
covalentemente'’>*",

La activacién del plasminégeno a plasmina, se puede favorecer de varias maneras. En
primer lugar, tras unirse al activador tisular del plasminégeno (t-PA) o al activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (U-PA). Por otro lado, recientemente se ha puesto en
evidencia el papel que desempefia el factor XIl asi como el quinin6geno de alto peso
molecular (HMWK) y la calicreina, en la activacion de la fibrinolisis. La activaciéon del factor
XIl, conduciria a la generacion de Kalicreina, que actuaria como un potente activador de la
fibrinolisis “intrinseca”. Ademas, la trombina podria jugar un papel en la activacion de la

172 E| sistema

fibrinolisis al inhibir la actividad del PAI-1(mediante el sistema de la PCA)
inhibidor de la fibrinolisis estaria constituido por el inhibidor del activador del plasminégeno
tipos 1y 2 y por el sistema de las antiplasminas'’®. El sistema fibrinolitico va a jugar también,
un papel importante en diversas situaciones en las que se produce proteolisis tisular, tales

como inflamacién, invasion tumoral, neovascularizacién o trombosis*’#*"®

COMPONENTES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

Todas las enzimas que constituyen el sistema fibrinolitico (Tabla 1) estdn compuestas por
dos cadenas unidas por uno o varios puentes disulfuro. En la region aminoterminal de dichas
enzimas se halla la zona que les confiere especificidad por los distintos sustratos (estructuras

“Kringles”).
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Figura 3

El Plasminégeno (PL) es una serin-proteasa sintetizada en el higado, formada por 791aa.

Se organiza en 7 dominios estructurales que comprenden un “péptido de preactivacion”, cinco
dominios “kringle” con secuencias homologas y un dominio proteasa. Los dominios “Kringle”,
contienen lisina en los puntos especificos que median la union del plasminégeno a la fibrina y
la interaccion de la plasmina con la a-2-antiplasmina®’"*®. El plasmin6geno se convierte en

plasmina al romperse la union Arg561-Val562.

CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS COMPONENTES DEL
SISTEMA FIBRINOLITICO

Componentes Peso Nimero [ Concentracion
Molecular de Plasmética
(Kd) cadenas

Plasmindgeno 92 1 2 uM
t-PA 68 1 70 pM
u-PA 54 1 150 pM
Precalicreina 88 1 450 nM
Factor XIl 80 1 375 nM
a2-antiplasmina 70 1 1uM
a2-macroglobulina 725 4 3uM
PAI-1 52 1 1nM
PAI-2 46 2 <100 pM
Tabla 1
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“Finger”, que comprende los aa 4-50, el dominio EFG, con los aa 50-87, y dos dominios
“Kringle”, con los aa 87-176 y 176-262, que se localizan en el extremo aminoterminal de la
molécula. Estos diferentes dominios median diferentes funciones de la enzima. Asi, la unién
del t-PA a la fibrina esta mediada fundamentalmente por el dominio “Finger” y el segundo de
los dominios “Kringle”. Por otra parte, el t-PA es degradado por la plasmina, por hidrélisis del
puente Arg275-1le276, a una estructura de dos cadenas inactiva'’®.

El U-PA o prourocinasa es una glucoproteina de 54kD que contiene 411aa. En este caso

la triada catalitica se localiza igualmente en el extremo carboxiterminal, mientras que en el
aminoterminal se localizan el dominio “EFG” y un dominio “Kringle™®.

Los dos principales inhibidores del activador del plasmindgeno (PAI) son el PAI-1 vy el
PAI-2. El PAI-1 es una glucoproteina de cadena Unica de 52kD compuesta por 379aa. La
molécula de PAI-1 se estabiliza a través de su unién con la proteina S o vitronectina. El gen
del PAI-1 se localiza en el cromosoma 7, bandas g21.3-g22 y estd compuesto por 9 exones.
El PAI-2 es una serpina de 393aa, de la que existen dos formas diferentes con propiedades
cinéticas similares; una forma glicosilada de 44kDa y una forma glicosilada de 60kDa. La
funciébn de PAI-2 intracelular es desconocida, ya que su enzima de union, la tcu-PA, es
extracelular. Se cree que podria comportarse como un pool del cual el PAI-2 podria
secretarse en caso de lesion celular'®”.

La Plasmina, asociada a la superficie celular, degrada eficientemente la fibrina y su papel
en la fibrinolisis estd muy bien establecido™®. No obstante, dicha proteasa presenta un
amplio espectro de sustratos y se sabe que es capaz de degradar gran variedad de
moléculas de la membrana basal de sustratos tales como fibronectina, laminina, vitronectina,
proteoglicanos y coladgeno. La plasmina se produce a partir del plasmindgeno y actta sobre la
fibrina produciendo fragmentos, que a su vez se fraccionan en otros mas pequefios (Figura
4).

La molécula de o2-Antiplasmina fue descrita originalmente como una glucoproteina de

452aa. La o2-antiplasmina forma, junto a la plasmina, un complejo 1:1 inactivo. Esta
inhibicion se lleva a cabo mediante dos reacciones consecutivas: la 12 da lugar a un complejo
inactivo reversible que es seguida por una segunda reaccién, de la que resulta un complejo
inactivo irreversible.

El receptor del activador del plasminégeno tipo urocin (U-PAR) es una glicoproteina de

50-60kDa compuesta por 313aa que se une a la tcu-PA a través de los dominios EFG de
éste. La union de scu-PA al U-PAR parece ser crucial para la activacion de la urocinasa. Esta

unién provoca un aumento en la generacion de plasmina debido a la activacion del PL'®,
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Otra molécula que participa muy directamente en el sistema fibrinolitico, es el factor XIll
(EXIID). EI EXIIl, es una y-glutamil e-aminolisil transamidasa que cataliza las uniones
covalentes de las proteinas plasmaticas durante la coagulacion sanguinea™. El FXIIl es
sintetizado en el higado y se encuentra en el plasma como un tetrdmero compuesto de 2
subunidades o con actividad catalitica y 2 subunidades 3 no cataliticas («232). En la plaqueta
se encuentra en forma de dimero, compuesto de 2 subunidades o'®*®. El FXIIl, ya sea
plasmatico o plaquetar, es activado por trombina. Una vez activado (FXllla), es capaz de
catalizar la formacion de uniones entre los residuos de fibrina, para transformarla en un
polimero insoluble e incorporar la a2 antiplasmina en la fibrina para reducir la actividad
187,189

fibrinolitica sobre ella

La identificacion de la Lipoproteina(a) (Lpa) en el plasma como particula de la familia de

las LDL data de 1963. Esta formada por una particula de LDL unida a una apolipoproteina
especifica llamada apo(a). La estructura conformacional de la apo(a) muestra gran similitud
con la del PL. El descubrimiento de depoésitos de Lpa asociados a fibrina en placas
ateroscleréticas, indicaria que la Lpa actuaria como un inhibidor competitivo del PL
impidiendo la formacion de fibrina e inhibiendo la fibrinolisis. Estudios recientes indican que la
Lpa es capaz de estimular el PAI-1 cuyo impacto en la fisiopatologia de la ETV resultaria

relevante®®,
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(Figura 4). De la mayoria de estos estudios se desprende que el DD no se puede considerar
como una prueba diagnostica de primera linea que por si sola pueda excluir la ETV. Sin
embargo, ademas de su utilidad en el diagndstico de la ETV al ser una prueba con un alto
valor predictivo negativo, los valores del DD se han asociado también con el prondstico, ya
gue valores elevados del mismo permiten correlacionarse con el riesgo de recurrencia de la
enfermedad ™%,

Actualmente disponemos de diversos métodos para medir los niveles de DD en sangre. Los
mas sensibles se basan en la técnica de ELISA, aunque también existen métodos que se
pueden realizar a la cabecera del enfermo a partir de un capilar de sangre total®®**’. El DD
también tiene su utilidad en el diagndstico de la ETV combinado con pruebas de imagen. Asi,
diferentes estudios confirman que en pacientes con sospecha de TVP y con eco-doppler
negativo, un dimero-D negativo evitaria la realizacion de eco-doppler seriados, y por otra
parte, en los pacientes con sospecha de TEP y con una gammagrafia de ventilacion-

perfusion negativa, un DD negativo haria innecesarias mas pruebas de imagen'®%°.

DESCUBRIMIENTO Y NOMENCLATURA DEL TAFI

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos de proteinas y
péptidos. Se pueden clasificar en base a diferentes criterios: especificidad de sustrato,
mecanismo catalitico, relaciones estructurales y evolutivas, localizacion intracelular, funcién
en el organismo, etc.

Se han definido 6 grupos de proteasas: serina-proteasas, treonina-proteasas, cisteina-
proteasas, aspartico-proteasas, metaloproteasas y proteasas de mecanismo catalitico
desconocido. Dentro de las metaloproteasas existe un subgrupo heterogéneo que engloba
diferentes familias, una de las cuales son las carboxipeptidasas, a la que pertenece el
TAF'ZOO'ZOl.

Las carboxipeptidasas son enzimas que hidrolizan el aminoacido c-terminal de una
proteina o péptido. La presencia de una actividad carboxipeptidasa labil en el suero, que
interferia con las medidas de la actividad de la carboxipeptidasa N, fue descrita por primera

202
8

vez en 1988°“. Esta enzima diferia de la CPN en términos de estabilidad, ph 6ptimo y

especificidad de sustrato, por lo que fue llamado Carboxipeptidasa U (CPU, Unestable-

203

CarboxiPeptidase) Campbell y Okada, también describieron un incremento en la

actividad arginin-carboxipeptidasa, inducida durante la coagulacion®®; el enzima responsable
fue llamado CPR (R por arginina).
Eaton y colaboradores (cols.), clonaron el cDNA del enzima a partir del higado humano y

se dedujo la secuencia aminoacidica. Eaton denominé al enzima CPB plasmatica (por
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mismo enzima y demostraron que podia ser activado por trombina y que, bajo dicha

7

activacion, inhibia la fibrinolisis®®’. Este grupo introdujo el término de TAFI (Thrombin-

Activatable Fibrinolysis Inhibitor).

Arg330

Thr325

W lle183
lle182

Fiaurab

SINTESIS, CARACTERISTICAS Y NIVELES PLASMATICOS DEL TAFI EN HUMANOS.

El TAFI en humanos se sintetiza en el higado como una pre-proenzima de 423aa. Esta
proteina, una vez activada, genera un enzima inestable con actividad frente a residuos
basicos. El TAFI activado (TAFIa) es intrinsecamente inestable a 37°C, con una vida media
de 8-9 minutos®®. Esta inestabilidad es fuertemente dependiente de la temperatura, de
manera que a temperaturas mas bajas, aumenta la estabilidad del enzima. La inactivacion del
TAFla es debida a una desestabilizacion conformacional, como consecuencia de la cual, se
produce una degradacion proteolitica del enzima®®. Recientemente se ha identificado la
presencia de TAFI en plaquetas y se ha demostrado que la enzima puede ser secretada
gracias a la estimulacion de las mismas®®.

Para su formacion, una vez escindido un péptido sefial de 22 amino&cidos, se genera una
molécula de 55 kDa que circula libremente en sangre; el 20 % del peso molecular
corresponde a carbohidratos incorporados en puntos de N-glucosilacién, situados en el
péptido de activacion y que incrementan su vida media. La mayor parte del TAFI circula
ligada al Lys-plasmindgeno, por el que presenta alta afinidad (Kd = 35 nmol/l). Para su
actuacion, el ph optimo del TAFI es de 7,7 y se inhibe por EDTA, PCIl, DTT, B-
mercaptoetanol, GEMSA y LCI?2,

El TAFI se ha analizado en numerosas especies (cerdo, raton, conejo, perro...), donde
existen grandes diferencias en la actividad de esta enzima. El TAFI presenta

aproximadamente un 40% de identidad estructural con las procarbopeptidasas pancreéticas,
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modelos, se han llegado a conformar estructuras tridimensionales del TAFI humano (Figura

5)*. En analogia con otras proteinas de las familias de las carbopeptidasas que contienen
zinc, el TAFI estaria formado por 2 dominios estructurales: el peptido de activacion (que es
escindido durante su activacion) y el dominio catalitico (Figura 6).

Algunos estudios han determinado el nivel del TAFI en individuos sanos, hallandose en la
poblacién normal un amplio rango de sus niveles. La concentracion media de TAFI en
sujetos sanos oscila entre 75-275 nM***?'®. Otros estudios muestran unos valores medios de

TAFlag en plasma entre 4y 15 pg/mi***",
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Figura 6

Chetaille y cols. estudiaron los valores del TAFlag en 249 sujetos sanos, donde se
objetivd un amplio rango del nivel de TAFlag, desde un 41% hasta un 259%. El sexo vy el
embarazo no influenciaban en los niveles de TAFI ag. Se encontr6 una correlacion positiva
entre el TAFlag y la edad en mujeres, pero no en hombres. El TAFlag en varones africanos
fue significativamente mas bajo que el de la poblacibn masculina caucasiana. En general se
concluy6 que los valores de TAFlag fueron muy estables entre los individuos, no existiendo
variaciones significativas en la hora del dia o el periodo del mes estudiado®.

En otro estudio, no se hallé ninguna diferencia en la concentracion antigénica de TAFI entre
hombres y mujeres. Los andlisis del efecto asociados a la edad, mostraron que mientras no
hay un incremento significativo de TAFI relacionado con la edad en los hombres, este si se
encuentra en mujeres®®.

Monasterio y cols. realizaron un estudio de validacion de los niveles antigénicos del TAFI,

medidos mediante una técnica ELISA especifica en 81 sujetos sanos de Barcelona®’®. La
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grupos de edades, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Asi mismo,

no hubo diferencias significativas entre los sexos de los sujetos sanos.

ACTIVACION/INHIBICION DEL TAFI POR LA UNION TROMBINA-TROMBOMODULINA

La activacion del TAFI se produce simultdneamente a la formacion de fibrina en el torrente
sanguineo. La trombomodulina parece jugar un papel dual; por un lado, ralentiza la
generaciéon de trombina mediante el aumento de la activacion de la PCA por la propia
trombina y con el consiguiente aumento de la fibrinolisis; mientras que por otro lado, hace que
estas concentraciones bajas de trombina sean mas efectivas en la activacion de TAFI con
una ralentizacion de la fibrinolisis como resultado. La activacion de TAFI se estimula a
concentraciones bajas de trombomodulina (5nM), mientras que la activacion de TAFI
disminuye a mayores concentraciones de TM (10nM) ?®°. Aunque la activacion de TAFI y de
la proteina C pueden suceder simultineamente, la concentracion de TM es el factor
determinante en el efecto final (Figura 11).

La importancia de la TM en la activacion del TAFI queda de manifiesto por el hecho de que
sin su cofactor, la trombina es alrededor de 1250 veces menos eficaz en la activacion de la
procarbopeptidasa. El efecto de la TM, se manifiesta como una drastica reduccion de la Kcat.
El complejo trombina-TM adopta una conformacion espacial que acelera la proteolisis del
péptido de activacion del TAFI y la consiguiente transformaciéon de éste en TAFla
(activado)®*

La activacion de TAFI por la trombina es un proceso ineficiente (Km 0,5-0,21 um; Kcat
0,0021s™), y en consecuencia, se requieren grandes cantidades de trombina. El receptor de
las células endoteliales, la trombomodulina, estimula la activacién de TAFI por trombina unas
1250 veces, lo que se debe casi exclusivamente a un incremento en eficiencia catalitica (Kcat
en presencia de TM es 0,4-1,2 s™) (Figura 7).

La actividad enzimatica de TAFla es inestable y se ha descrito su inactivacion mediante
proteolisis y por un proceso espontdneo dependiente de T2 Después de la incubacion con
tripsina, plasmina o trombina se hall6 que su actividad incrementaba para luego decaer,
puesto que después de la proteolisis inicial de activacion, el enzima seguia sufriendo cortes
proteoliticos que lo inactivaban (en la Arg-92 y Arg-330). La identificacion de los lugares de
proteolisis en el TAFI que se generaban en su activacion e inactivacion por el complejo TR-
TM, indicaron que la forma activa de TAFI de 36 Kda era hidrolizada en 2 polipéptidos de 25y
11Kda.

Por mutagénesis dirigida se ha confirmado que Arg-302 es el principal lugar de hidrélisis

por TR-TM, sugiriendo que la inactivacion de TAFI viene causada por su inestabilidad
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TAFla puede ser estabilizado, no solamente mediante el descenso de la T2 agentes como
el E-ACA, heparina y GEMSA también previenen el descenso térmico del TAFla.
Recientemente, una variacion natural del TAFI fue detectada en la posicion 325 (Thr325
o lle325)%, El residuo de isoleucina en la posicion 325 alarga la vida media del TAFla desde
8 a 15 minutos a 37°C. La variante 1le325 también exhibe un potencial incremento
antifibrinolitico comparado con la variante Thr325.

Figura 7

ACTIVACION / INACTIVACION DEL TAFI POR LA PLASMINA

La importancia fisiolégica de la plasmina como regulador del TAFla, no estd aclarada
actualmente. De manera similar a la trombina, la plasmina se adhiere al TAFI a través de la
Arg-92, generando TAFla. Comparado con la trombina, la Km para la activacién del TAFla
por la plasmina es mucho mas baja (55mmol L™).

La plasmina se adhiere también al TAFI, a través de la Arg 302, Lys327 y Arg330, dando
lugar a fragmentos de 44,3 Kda que producen un mecanismo mediante el cual la plasmina
previene la formacién de TAFla. Por otro lado, el TAFla ha mostrado una atenuacion de la

fibrinolisis mediante la inhibicion de la plasmina directamente **,

GENOTIPO Y POLIMORFISMOS DEL TAFI
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mantiene evolutivamente, y alcanza una prevalencia en la poblacién superior al 1%, pasa de
ser considerado como una mutacion a ser un polimorfismo. Mas del 90% de los polimorfismos
son sustituciones de un nucledtido por otro, por lo que se denominan SNP (“single nucleétide
polymorphism”)®**,

La mayoria de los polimorfismos se localizan en regiones poco trascendentes de los genes
y no afectan a la funcion del gen o de la proteina que codifica. Estos cambios se denominan
“silenciosos o neutrales”. Por otro lado, los polimorfismos funcionales, estan localizados en
regiones reguladoras o codificantes, afectan los procesos de transcripcion, estabilidad del
ARN, traduccion, procesos postraduccionales, estabilidad, estructura o funcion de la proteina.

El sistema hemostatico se caracteriza por el delicado equilibrio entre la respuesta
procoagulante y el control anticoagulante. Por ello, pequefios cambios polimorfos funcionales
gue afecten a estas proteinas, pueden tener un efecto mas o menos significativo, en el
funcionamiento global del sistema. De esta forma, no sorprende que estos polimorfismos
jueguen un papel en el riesgo de sufrir los trastornos asociados a desequilibrios del sistema
hemostatico: trombosis 0 hemorragia.

No obstante, la mayoria de estos cambios va atener un efecto muy moderado, casi
inapreciable, sobre el riesgo trombético por tratarse de una enfermedad compleja en la que
intervienen multitud de factores. Por ello, solo la caracterizacion de complejos perfiles
genéticos permitira identificar haplotipos especificos, genotipos complejos que se asocien con
un elevado riesgo trombético.

Organizacién gendmica del TAFI

Recientemente ha sido identificado y caracterizado el cDNA del TAFI en ratas®®?#’. La
secuencia aminoacidica del TAFI en el ratdbn muestra un 85% de identidad con la del TAFI en
humanos.

El gen del TAFI humano, recientemente caracterizado, abarca aproximadamente 48Kb de
DNA gendmico %, Este gen lo conforman 11 exones. La posicion de los limites intron/exdn
esta conservada entre el gen del TAFI y las carbopeptidasas Al, A2 y B pancreaticas en
ratas, indicando que estas carbopeptidasas se presentan como un gen comun ancestral. El
gen del TAFI humano esta situado en el cromosoma 13q14.11%*° (Figura 8). El promotor del
TAFI humano fue caracterizado y encontrado por carecer de una secuencia comdn TATA.

También, maltiples sitios de inicio de sefial fueron descritos. Esto contrasta con otros genes
de otras carbopeptidasas (como las carbopeptidasas pancreaticas) que presentan una
secuencia-promotor TATA y tienen un Unico sitio de inicio transcripcional. Se ha visto
entonces, que la evolucion del gen del TAFI, esta relacionada con la expresion del mismo en

el higado y que su region promotora adquiere caracteristicas comunmente asociadas con los
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El TAFI y sus polimorfismos

Los SNP mas relevantes descritos hasta ahora en el gen del TAFI son 16: -2599G/C,
-23451G/2G, -1925T/G, -1690G/A, -1102T/G, -1053T/C, -530C/T, -438A/G, -298G/A,
-152A/G, +505A/G, +678C/T, +1040C/T, +1364G/A, +1542G/A y +1583A/T. Diez de estos
polimorfismos estan situados en la region 5’ y tres en la region 3' del DNA. De los tres
polimorfismos presentes en la regidén codificante, dos resultan de la sustitucion de un
aminoacido (505A/G SNP: 147Thr/Ala y 1040C/T SNP: Thr325lle) y uno, es una mutacion
silente.

Dos isoformas del gen del TAFI fueron descritas, variando una de otra, al sustituir alanina
por treonina en la posicion 147. Las dos isoformas fueron halladas en la poblacion normal,
sugiriendo que pudieran ser polimorfismos genéticos. Ademas, fueron expresadas en el
sistema del baculovirus. El alelo “wild type” de este polimorfismo (Alal47Thr) se encontraba
en la isoforma o genotipo 147Ala/Ala.

En un reciente estudio, 7 nuevos polimorfismos fueron descritos en la region promotora del
gen TAFI: -152 A/G, -438 A/G, -530 C/T, -1053 C/T, -1102 T/G, -690G/A y -1925 T/C *"*.
Cinco de los siete polimorfismos fueron localizados en regiones muy cercanas a sitios de
transcripcion de muchos factores de la coagulacién. También los polimorfismos fueron
relacionados con los niveles de TAFI ag, encontrdndose que los niveles de TAFI en plasma
eran mayores en los genotipos 438GG/ -1053CC/ -1102GG y -1690AA homocigotos.

Schneider y cols. describieron en el 2002 el polimorfismo genético Thr325lle, que
actualmente es uno de los polimorfismos del TAFI méas estudiados®®®. El alelo “wild type” de
este polimorfismo corresponde a la isoforma 325Thr/Thr. En este estudio, demuestran que la
variacion lle/Thr en la posicion 325 presenta diferencias sustanciales en la estabilidad térmica
y en las propiedades antifibrinoliticas del TAFI. La posicién lle-325 aumenta la vida media del
TAFI de 8 a 15 minutos a 37°C, a pesar del residuo que existe en la posicion 147. Asi mismo,

lle-325 exhibe un efecto antifibrinolitico que es un 60% mas potente que la variante Thr-325.
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en su forma activada, que los individuos homocigotos para la variante Thr-325.

Posteriormente, en un importante estudio multicéntrico realizado en varios hospitales
europeos, y que evalla la relaciéon entre la presencia del polimorfismo Thr325lle y el riesgo
de presentar infarto de miocardio, se observd, que los niveles elevados de TAFI antigénico
gue aparentemente estaban relacionados con la presencia de portadores de alelo Thr325,
parecian artefactados®°. A propésito de la publicacion de este trabajo, se ha sugerido que
ciertas técnicas para determinar el TAFI antigénico puedan presentar dependencia del SNP
Thr325lle, expresando valores artefactados del TAFI antigénico plasméatico. Actualmente,
existen varias técnicas de enzimoinmunoensayo que obvian estos problemas, ya que se han
conseguido desarrollar paneles de anticuerpos monoclonales especificos  (genotipo-
independientes) que consiguen que los resultados de los procedimientos no resulten
artefactados. Gils y cols. describieron varias técnicas de determinaciéon del TAFlag y
observaron también, que segun las diferentes isoformas del polimorfismo Thr325lle que
presentara el paciente, los resultados de estas técnicas diferian. Estos resultados
artefactados se podrian evitar utilizando técnicas polimorfismo-independientes®!. Otros
autores han demostrado también la dependencia de los niveles medios de TAFI segun las
diferentes isoformas de los principales polimorfismos de la proteina, debido a la utilizacién de
paneles de anticuerpos especificos, que influenciarian en los resultados de las técnicas
utilizadas®*.

Recientemente, Frere y cols. en un ensayo con 209 sujetos (86 casos con antecedentes
de cardiopatia isquémica y 123 controles sanos), manifestaron la polimorfismo-independencia
de dos técnicas (“STA-Stachrom TAFI” y “Asserachrom TAFI-1B1/P4C2") al estudiar su
relacion con las diversas isoformas genotipicas, asi como la influencia de las mismas sobre
los niveles plasméticos del TAFI antigénico. En este estudio también se ha puesto en
evidencia la diferencia existente o no entre los niveles plasméticos del TAFI y algunos
polimorfismos: C-2599G, -2345 2G/1G, A-1690G, G-1102T, G-438A, Alal47Thr, Thr325lle,
C+1542G y T+1583A. En los polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle se encontraron
diferencias significativas en cuanto a los niveles de TAFI, siendo los genotipos 147Thr/Thr y
325Thr/Thr los que presentaron niveles mas elevados de TAFI plasmatico. La distribucién de
estos genotipos segln el nimero de portadores (de mayor a menor) en el polimorfismo
Alal47Thr fue: Ala/Ala, Ala/Thr y Thr/Thr, respectivamente; en el Thr325lle fue: Thr/Thr,
Thr/lle e lle/lle, respectivamente®.

En otro estudio, se demostré claramente que los niveles circulantes de TAFlag se

encontraban elevados en los polimorfismos: +1542G asociado con Alal47Thr, T+1583A o
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general®****, También se han investigado las mutaciones FXIIIA Leu 34y TAFI-438G/A en
214 pacientes que habian presentado un primer episodio de embolismo pulmonar. La
frecuencia de FXIIIA Leu 34 en los pacientes fue de 4,5% y en los controles de 8,8%
respectivamente, no pudiendo demostrarse la implicacion de este polimorfismo con el
desarrollo de embolismo pulmonar. En cuanto al genotipo -438A/A del TAFI, la frecuencia fue
de 1,5% en los pacientes con embolismo pulmonar y 8,1% en los controles, demostrandose
gue el alelo -438A/A se asocia con un riesgo reducido de embolismo pulmonar.

En 2001, Mornage y cols. publican un trabajo con 313 pacientes portadores de FVL
(divididos en 2 grupos: 145 pacientes sin episodios de trombosis venosa y 168 pacientes con
algun episodio de tromboembolismo venoso), donde determinan los polimorfismos del TAFI:
Alal47Thr y C+1245G vy el riesgo de los mismos de padecer enfermedad tromboembolica. El
estudio concluye que los genotipos Alal47Thr y C+1245G no muestran nuevos datos sobre el
riesgo de trombosis venosa en pacientes portadores de FVL, ya que la frecuencia de estos
SNP, fue similar en individuos con o sin tromboembolismo venoso®®*. Este mismo grupo de
trabajo, estudio los niveles de TAFI en relacion con sus diferentes genotipos en pacientes con
enfermedad coronaria en varios paises. El andlisis de haplotipos revel6 que los portadores
del genotipo Thr/Thrl47 asociaban un mayor riesgo de enfermedad coronaria en Francia,
mientras que no ocurria lo mismo en el Norte de Irlanda®’.

Muy recientemente, se ha publicado un trabajo que pone de manifiesto la complejidad de la
asociacion de ciertos polimorfismos genéticos y el riesgo de presentar enfermedad
tromboembodlica venosa. En concreto, C.H.Martin y colaboradores®® han demostrado que el
alelo 505G (Alal47Thr) esté relacionado con un incremento del riesgo de padecer ETV. Lo
llamativo de este estudio, es que dicho alelo presentaba niveles de TAFI antigénicos mas
bajos que el resto de alelos de ese polimorfismo, lo que demuestra que el estudio de los
polimorfismos del TAFI y su relacién con la enfermedad tromobembdélica debe seguir siendo
investigado para esclarecer este tipo de paradojas. Ademas, los niveles de TAFI fueron mas
elevados en el genotipo 147Thr/Thr del polimorfismo Alal47Thr. Estos hallazgos ya fueron
comunicados por otros autores como Brouwers y cols.?®. Curiosamente este genotipo

estaba asociado a un bajo riesgo de padecer ETV en los pacientes.

TAFI Y FIBRINOLISIS
Se ha demostrado que TAFla inhibe la fibrinolisis mediante la lisis de estos residuos de
Lisina/Arginina C-terminales de la fibrina, y en consecuencia, limitando la formacion de

plasmina®® (Figura 9).
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digerida, con un descenso concomitante de la unién del plasminégeno y el retardo en la
ruptura del coagulo. EI TAFla inhibe por tanto, la activacion del Glu-plasminégeno y su
conversion a Lys-plasmindgeno.

Por otro lado, el TAFla anula la estimulacion de la formacion de plasmina por los PDF
(DD-E) y también previene la conversion de DD-E a fragmento E y DD, que a su vez dificulta
la polimerizacion de fibrina. El efecto del TAFla en la fibrinolisis, puede ser ademas
potenciado por la activacion del TAFI mediante la plasmina, y la inactivacion de esta plasmina
por el TAFla.

PAPEL DEL TAFI EN EL MODELO DE COAGULACION REVISADO
Recientemente se ha postulado un modelo para la coagulacion sanguinea, donde no se
hace distincion entre la via intrinseca y la extrinseca. Segun este modelo, la coagulacién se

iniciaria por la exposicion al factor tisular %*°.

Fibrin-Lvs OH

XagHre g FIBRINOLISIS

Plasmina

Trombina
TAF] sy TAFIa |
FibrintL-arg . INHIBICION

Fibrin+L-1ys FIBRINOLISIS

Trombomodulina

Figura 9

El factor tisular (TF) se une al factor Vlla y este complejo activa a los factores IX y X. Una
vez que se han generado pequefias cantidades de factor Xa, la via extrinseca se inhibe

rapidamente por el TFPI**

. Mientras, se generan cantidades suficientes de trombina para
inducir la formacion de fibrina. La formacion de trombina continda dentro del coagulo de
fibrina, y de hecho, la mayor parte de la trombina se genera después de la formacion del

coagulo 2,
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lel coagulo se produce principalmente a través de la via

del coagulo.

Pese a la formacion de pequefias cantidades del factor Xl, se produce una segunda
“explosién” de formacion de trombina gracias a la via intrinseca, por la continua activacion del
factor XI por trombina y el poder de amplificacion del complejo tenasa y protrombinasa. Estas
concentraciones elevadas de trombina se necesitan para la activacion de TAFI y la
inactivacion del U-PA, lo que resulta en un descenso de la fibrinolisis. Este modelo también
explica el efecto profibrinolitico de la proteina C activa, dado que esta, mediante la
inactivacion de los factores Va y Vllla, disminuye la generacion de trombina y por
consiguiente inhibe la activacion de TAF[?#32%4,

En este modelo, la trombina se destaca por sus funciones procoagulantes y anticoagulantes
(Figura 10). Se han propuesto diversas explicaciones a partir de la observacién de que el
mecanismo de accion de la trombina, es dependiente de su concentracion. In vivo, la
activacion continua del sistema de coagulacion a nivel basal, genera bajos niveles de
trombina, resultando en la inhibicién de la coagulacion por la activacion de la proteina C. Se
puede concluir que, a concentraciones elevadas la trombina no solo es procoagulante (al ser
responsable de la formacion de fibrina) sino también antifibrinolitica (al ser capaz de activar al

TAFI), lo que aumentaria su potencial trombético.

o
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Figura 10
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miocardio, una elevacion de los niveles de TAFla fué detectada en plasma tras el comienzo
del tratamiento sugiriendo la activacion del TAFI por la plasmina.
Ademas, la generacion de TAFla en perros tras trombosis coronaria y terapia trombolitica

posterior con t-PA, ha sido demostrada “in vivo™*.
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Figura 11

Se ha descrito un potente inhibidor del TAFI que proviene de la patata (PCI), aunque no se
ha descrito todavia ningun inhibidor natural del TAFI en el humano. Por otro lado, en modelos
de trombolisis arterial y de trombosis en la vena yugular en ratones, la inhibicién del TAFI por
inhibidores especificos, mejoraria la lisis del trombo por t-PA%*,

Por todo ello, podemos concluir que aunque el rol patofisiolégico del TAFI permanece
todavia sin esclarecerse, es evidente que TAFI constituye un importante nexo de unién entre
la coagulacion y la fibrinolisis (Figura 11). Un mayor estudio de este mecanismo, puede
conducirnos a mejorar la eficiencia de la terapia trombolitica en el tratamiento de los
desoOrdenes trombaticos, mientras que otros agentes que incrementen la eficiencia de TAFI,

pueden ser Utiles en el tratamiento de los des6rdenes hemorragicos de las hemofilias Ay B.
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EL TAFI EN LA ETV

Estudios recientes han demostrado que el TAFI es un posible factor de riesgo para la
enfermedad tromboembolica venosa. Aun asi, hay todavia muy pocas evidencias que
relacionen el TAFI con la ETV, ya que es un aspecto de reciente interés por parte de los
cientificos especializados en la fisiopatologia de la trombosis.

El primer trabajo que evalué al TAFI como posible factor de riesgo en la trombosis venosa
profunda, fue realizado en Leiden y relacioné los niveles de TAFlag en 474 pacientes y 474
controles sanos, ajustados por sexo y edad. En las mujeres controles, fué objetivado un
incremento de los niveles de TAFI con la edad. En los hombres no se pudo demostrar este
hallazgo. El uso de anticonceptivos también incrementé significativamente la concentracion
de TAFI. En los pacientes cuyos niveles de TAFI excedian el percentil 90 de los controles
(>122u/dl), se incrementaba el riesgo de presentar trombosis venosa 2 veces mas, que en los
pacientes con niveles de TAFI por debajo de percentil 90 (OR: 1.7; 95% IC, 1.1-2.5). En
pacientes portadores de la mutacién factor V Leiden, los niveles elevados de TAFI no se
asociaban con mayor riesgo trombdético, siendo sin embargo significativo, el riesgo de
trombosis en pacientes que presentaban niveles de factor VIII elevado®®.

En otro estudio de casos y controles, se investigo la relacion entre los niveles de TAFlag y
algunos marcadores de la coagulacion y fibrinolisis, en pacientes con tromboembolismo
pulmonar. Los niveles de TAFlag no diferian entre los pacientes que presentaban
tromboembolismo pulmonar (TEP) y los pacientes sin dicha patologia. En ambos grupos de
pacientes, los niveles de TAFlag no se correlacionaban con el d-dimero, fibrindbgeno o la
proteina C, respectivamente. La edad y el sexo no influenciaron tampoco en los niveles
antigénicos de TAFI. Tampoco existian diferencias significativas entre los pacientes con TEP
y TVP, y los que presentaban TEP sin TVP. Sin embargo, si que se encontraron diferencias
significativas entre los pacientes con TEP masivos y los pacientes con TEP menos oclusivos
(con niveles mas altos de TAFlag en los primeros). También se observé una correlacion entre
los pacientes con TEP con altas tasas de oclusion (95-100%) y los niveles elevados de
dimero-D?**,

Por otro lado, en un estudio multicéntrico de cohortes prospectivo, se evalu6 a 600
pacientes con un primer episodio de tromboembolismo venoso, intentando establecer la
influencia de los niveles de TAFI en el riesgo de recurrencia de dicha patologia. Se observo
gue existia una asociacion entre la presencia de niveles elevados de TAFI (percentil>75) en
pacientes con enfermedad tromboembdlica, y la recurrencia de la misma (RR:1.7; Cl:95%,
1.1-2.7). Asi mismo, los pacientes con niveles elevados de TAFI presentaban niveles

elevados de factores XI, VIl y IX. Estos hallazgos también se relacionaban con un alto riesgo
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En otro estudio caso-control, pese a no demostrarse significativamente la relacién entre los
niveles de TAFI y la presencia de resistencia a PCA/FVL en 17 pacientes (P=0.18), se
concluyé que indirectamente parecia existir una predisposicion al incremento de los niveles
de TAFI en estos pacientes. Esto podria disminuir el estado de fibrinolisis, conllevando un
factor de riesgo adicional para la trombosis en estos sujetos®. En relacion con los factores
de riesgo para la trombofilia hereditaria, destaca recientemente un ensayo de casos y
controles de Colucci y cols., en el cual se estudia la relacion existente entre 32 portadores
heterocigotos a la mutacion 20210A de la protrombina y la inhibicion de la fibrinolisis mediada
por el TAFI en estos individuos. Estos autores demostraron que los sujetos con esta mutacion
genética presentaban incrementada la inhibicion de la fibrinolisis plasmatica TAFI-
dependiente, lo que podria explicar uno de los mecanismos que justifique el riesgo
incrementado de padecer trombosis venosa en estos pacientes®°.

Un estudio de cohortes familiar intentd relacionar también los niveles de factor VIII, XI, el
TAFla y la lipoproteina a, como factores de riesgo de desarrollar tromboembolismo venoso,
en pacientes portadores de la mutacion FVL. Los niveles de las 4 proteinas mencionadas
fueron medidos en 153 pacientes portadores de FVL. De estos, el 60% tenia uno o mas
factores de riesgo trombofilicos concomitantes. Los niveles elevados de factor VIII:C y TAFla,
en contraposicion al factor XI:C y la lipoproteina a, suponian un factor de riesgo intermedio
para el desarrollo de tromboembolismo venoso y sustancialmente, contribuian al riesgo de
trombosis en pacientes portadores del FVL (RR:5 (0.6-43.6) y RR:10.9 (2.9-59)

228

respectivamente)“=. Otros estudios demuestran resultados opuestos, que ponen en evidencia

la falta de unanimidad de la literatura cientifica en cuanto a este aspecto®”.

EL TAFI'Y LA ENFERMEDAD TROMBOTICA ARTERIAL

Son numerosos los trabajos que intentan estudiar el papel del TAFI en la enfermedad
trombdtica arterial. A continuacidn, presentaremos los estudios méas relevantes que han
puesto de manifiesto la importancia de esta proteina en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares.

Un estudio espariol seleccioné a 81 sujetos sanos de Barcelona, comparando sus niveles
de TAFI antigénico con 66 pacientes afectos de enfermedad isquémica cerebrovascular. Se
demostré que el TAFI se comportaba como marcador de riesgo de presentar enfermedad
isquémica cerebral de cualquier etiologia. Tan solo la dislipemia fué el factor de riesgo
cardiovascular que se asocié a una mayor probabilidad de presentar niveles elevados de
TAFI en los pacientes®®. En esta misma linea, Santamaria y cols. en un estudio caso-control

con 264 individuos (114 con accidentes isquémico cerebrales y 150 sujetos sanos controles)
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aumento significativo de los niveles de TAFI funcional en pacientes con accidente isquémico
cerebral, comparado con los sujetos controles. La odds ratio para los pacientes fue de 5.7
(95% 2.3-14.1). Los anticuerpos antifosfolipidos y las mutaciones para la PT20210A y FVL se
encontraron mas elevadas en los pacientes que en los sujetos sanos, pero la diferencia no
fue estadisticamente significativa. El fibrinbgeno y el factor VIII:C también fueron mas
elevados en los pacientes que en los controles, pero la odds ratio ajustada para el fibrinbgeno
no fué significativa %*%.

Por otra parte, en un trabajo realizado recientemente sobre 253 pacientes con infarto
cerebral, no se demuestra la correlacion entre los polimorfismos genéticos situados en los
aminoacidos 147 y 325 y un mayor riesgo de presentar esta enfermedad **°.

La enfermedad coronaria aguda, y dentro de ella, el infarto de miocardio han sido
relacionadas también con la proteina TAFI, con diferentes resultados; Esther Zorio y cols.
estudiaron el TAFlag y el TAFIf, asi como el polimorfismo Thr325lle del TAFI en 127
pacientes de menos de 51 afios con infarto agudo de miocardio, comparando los resultados
con 99 sujetos sanos. Los niveles de TAFlag fueron mas bajos en los pacientes, sin embargo
el nivel de TAFIf fue significativamente mayor®*. En otro estudio espafiol, Santamaria y cols.
han investigado el riesgo de presentar enfermedad coronaria aguda, en relacién con los
niveles de TAFI funcional. Los resultados demostraron un incremento del desarrollo de
enfermedad coronaria aguda en pacientes con niveles de TAFIf elevados (>126%), cuatro
veces mayor®,

Brouwers y cols. evaluaron la asociacion entre los niveles de TAFlag y la presencia de
angina inestable. En un estudio prospectivo de 209 pacientes con angina inestable, se
determiné los niveles de TAFlag y sus polimorfismos. De los 209 pacientes, 76 fueron
refractarios al tratamiento antianginoso y 133 no lo fueron. El estudio concluyé que en los
pacientes que presentaban angina inestable no refractaria, los niveles de TAFlag estaban
significativamente mas elevados que en los que presentaban angina refractaria. Los 3
polimorfismos de TAFI estudiados (Ala 147Trh, Thr325lle y -438A/G) tenian un efecto
independiente sobre los niveles de TAFlag, pero no incidian en la refractariedad o no de la
angina®®.

Recientemente, se ha estudiado en varios paises (“the PRIME study”) la asociacion entre
los niveles de TAFI antigénico y el polimorfismo Alal47Thr en pacientes con enfermedad
coronaria aguda. En Francia, los niveles medios de TAFI en varones que desarrollaron
enfermedad coronaria, fueron mas elevados que en los controles sanos. También en este
pais, el genotipo Thr/Thr147 fue hallado con mas frecuencia en los pacientes que en los

controles, significando un riesgo relativo de 2.7 (1.2-5.8) para desarrollar “angor pectoris”.
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EL TAFI Y OTRAS PATOLOGIAS
La terapia hormonal (incluyendo los anticonceptivos orales) incrementa el nivel de TAFI,

271281 - Racientemente,

mientras que el embarazo no tiene efecto en la concentracion
Alacacioglu y cols. han investigado los niveles de TAFI ag en 30 mujeres con preeclampsia
y en 30 mujeres embarazadas. La media del TAFI ag en pacientes con preeclampsia fue de
12.55+/-1.88 pg/ml, mientras que las mujeres embarazadas sanas presentaban unos niveles
de 12.29+/-3.0 pg /ml. No fue encontrada entre ambos grupos una diferencia
estadisticamente significativa®’.

También se ha demostrado, que pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM t2), obesidad y
resistencia a la insulina, presentan un nivel circulante de TAFI ag elevado, lo que puede ser la
causa de su tendencia a situaciones de hipofibrinolisis®®. Por otro lado, Antovic y cols.
demostraron en un estudio caso-control, que los niveles de TAFI ag no estan relacionados
con los eventos trombaticos observados en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DM t1); en
otro estudio, se sugiri6 que los niveles incrementados de TAFI en plasma parecen estar
involucrados en el mecanismo del dafio endotelial en pacientes con DM t22%°,

Recientemente, se ha observado que la expresion del TAFI estd influenciada por
mecanismos inflamatorios. Una correlacion entre los niveles de TAFI y los reactantes de fase
aguda, la proteina C y la haptoglobina, fue objetivada en humanos y en ratones. El TAFI se
elevo al ser una proteina de fase aguda®® ?*. También se ha sugerido un papel para TAFI en
enfermedades infecciosas. Los niveles de TAFI en plasma se correlacionan con marcadores
de fase aguda en individuos sanos, por lo que es posible que existan mecanismos mediante
los cuales el incremento en los niveles de TAFI durante la inflamacién, puedan contribuir al
estado protrombdtico y antifibrinolitico caracteristico de la coagulacion intravascular
diseminada®®.

El papel del TAFI en la inflamacion podria darse en ambos sentidos: por un lado, el
aumento de los niveles de TAFI puede contribuir a la inactivacion de los mediadores de la
inflamacién, reduciendo la susceptibilidad a un shock séptico; pero por otro lado, los niveles
elevados de TAFI pueden contribuir a una inhibicion elevada de la fibrinolisis y por tanto
facilitar los efectos de deterioro de la coagulacion intravascular diseminada®®.

Recientemente, se ha visto en un estudio prospectivo caso-control, que pacientes con
familiares portadores del genotipo TAFI 325Ile/lle presentaban un riesgo mayor de contraer
infeccion por meningococo, asi como de fallecer debido a dicha enfermedad. En este estudio

se discutia también, la posibilidad de que la inhibicion del TAFla pudiera ser un mecanismo
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pacientes que presentaban coagulacion intravascular diseminada, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los controles?®*?%,

En relacion con las enfermedades infecciosas/inflamatorias, Saibeni y cols. objetivaron en
un estudio caso-control con 81 enfermos que presentaban enfermedad inflamatoria intestinal
(47 enfermos de Crohn y 34 enfermos de Colitis Ulcerosa), que los niveles de TAFlag en
plasma se encontraban incrementados en estos pacientes, asi como la existencia de una
correlacion entre estos niveles y los reactantes de fase aguda, VSG y PCR. Esta elevacion
del TAFI, segun los autores, podria contribuir a la predisposicion de ciertos estados
protromboticos que ocurren frecuentemente en estos pacientes®.

También se han detectado niveles bajos de TAFIf en pacientes con leucemia promielocitica
aguda, aunque de manera interesante, la concentracion antigénica de TAFI es normal. El
nivel de actividad del TAFI descenderia claramente un 60%, aproximadamente®. Esta
deficiencia funcional de TAFI en la leucemia, puede contribuir a la severidad de la diatesis
hemorrégica debido a la capacidad dispareja del sistema de coagulacion para proteger el
coagulo de fibrina de la fibrinolisis.

A proposito de los pacientes con riesgo de sangrado, Antovic y cols. estudiaron a 17
pacientes con hemofilia A, realizando un estudio caso-control y evaluando el TAFlag total y el
pro-TAFI (TAFI activado). No se encontraron diferencias significativas en los niveles del
TAFlag total, si bien se encontraba algo disminuido en los pacientes con hemofilia. El pro-
TAFI, se encontré significativamente reducido en los pacientes con hemofilia comparado con
los sujetos controles. Este estudio pone de manifiesto la relacibn entre una activacion

defectiva del TAFI y el desorden hemorragico en las hemofilias A*.

=47 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

* C

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgre VOS

Unlimited Pages an

LA HIPOTESIS

Dada la importancia del TAFI en la regulacion del balance hemostatico, su implicacion en la

inhibicion de la fibrinolisis y por tanto su potencial efecto protrombético, encontraremos
niveles séricos altos de esta proteina en pacientes con enfermedad tromboembdlica venosa
gue apoyen su papel como marcador de riesgo de trombosis.

Por otro lado, cabria esperar alguna asociacion entre uno o varios de los polimorfismos

genéticos del TAFI con un aumento del riesgo de padecer ETV en nuestros pacientes.

[I.B OBJETIVOS

1. Estudiar si los pacientes con ETV presentan niveles elevados de TAFlag plasmaético.

2. Analizar si los polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle, modifican los niveles plasméaticos de
TAFI en pacientes y controles; y si alguno de ellos se comporta como marcador de riesgo de
ETV.

3. Analizar la asociaciéon entre los niveles de TAFI plasmatico y los marcadores de riesgo
genético que predisponen a la ETV: FVL y PT20210A.

4. Evaluar la asociacion entre los niveles plasmaticos de TAFI y los factores clinicos de
riesgo adquiridos para la ETV.

5. Estudiar si existe relacion entre los niveles de TAFI antigénico plasmatico y el dimero-D.

-48 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.

‘g CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.

Click Here to upgrade i
Unlimited Pages and E

AL Y METODOS

El disefio del estudio consisti6 en un estudio analitico observacional de tipo casos y
controles. Los pacientes se seleccionaron de manera consecutiva durante el periodo
comprendido entre el 01-05-2002 y el 15-01-2005, mediante una entrevista clinica, mientras
gue el grupo control estuvo constituido por personas sanas escogidas aleatoriamente y
pareadas por edad, sexo y lugar de residencia.

El ambito de este estudio fué el departamento de &rea de salud n°19 de la Comunidad
Valenciana (Figura 12). El estudio se realiz6 en la Unidad de Hemostasia y Trombosis del

Servicio de Hematologia y Hemoterapia del Hospital General Universitario de Alicante.
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Figura 12

[1l.B SUJETOS

Criterios de inclusién

Pacientes con edades comprendidas entre 18 y 80 afios que presentaron, al menos, un
episodio de enfermedad tromboembdlica venosa diagnosticado por uno de los siguientes
procedimientos: eco-doppler, flebografia, gammagrafia ventilacion-perfusion o angioTAC

pulmonar.
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neoplasica activa, gestacion o algun proceso inflamatorio-infeccioso agudo.
NUumero de sujetos
Se han estudiado 131 pacientes con enfermedad tromboembdlica venosa y 100 sujetos

sanos.

[II.C VARIABLES ESTUDIADAS

Variables de identificaciéon

-Nombre y apellido.
-Fecha de nacimiento.

-Fecha del episodio trombatico.

Variables clinicas
-Demograficas
Edad
Sexo
-Factores de riesgo adquiridos de enfermedad tromboembdlico venosa
Tabaquismo.
Obesidad.
Hipercolesterolemia.

Toma de anticonceptivos orales.

Localizacion de la trombosis
-Trombosis venosa profunda de miembros inferiores
-Tromboembolismo pulmonar

-Trombosis venosa portal/mesentérica/suprahepatica

Métodos diagnésticos de ETV
-Eco-doppler (MMII y/o abdominal)
-Flebografia
-Gammagrafia de ventilacion-perfusion

-AngioTAC pulmonar
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pidos previamente al estudio

-HBPM

-Heparina sédica

Parametros de hemostasia
Se determinaron los siguientes pardmetros de hemostasia en plasma:
- TAFI antigénico

- dimero-D

Factores de riesgo congénitos de enfermedad tromboembdlica venosa
-Factor V Leiden.
-Protrombina 20210A (PT20210A).

Polimorfismos genéticos del TAFI
-Polimorfismo Alanina 147 Treonina (505A/G)
-Polimorfismo Treonina 325 Isoleucina (1040C/T)

lI.D METODOLOGIA DE LA REC OGIDA DE VARIABLES

Variables de identificacion y demogréficas

Fueron recogidas mediante una entrevista clinica.
Factores de riesgo adquiridos de enfermedad tromboembdlica venosa
Igualmente, se utilizo la entrevista clinica a través de una encuesta epidemioldgica
(Tabla 2), para la obtencién de estas variables.
Se defini6 la obesidad cuando el indice de masa corporal (IMC) era > 30 Kg/m? en los

sujetos estudiados (segun criterios de la OMS). La hipercolesterolemia se definié con valores

de colesterol total iguales o superiores a 200 mg/dl. Por ultimo, se defini6 como fumador, al
paciente que fumaba durante el episodio trombdtico o lo habian hecho previamente. También
se considero fumador a todo individuo que habia consumido algun tipo de tabaco, al menos
durante el ultimo mes. Se perdia esta consideracion de fumador cuando el paciente llevaba
diez afios sin fumar.
Localizacion de la trombosis, Métodos diagndsticos de ETV, Medicacion
anticoagulante recibida.

Para la recogida de estos datos se utilizé la entrevista clinica. La encuesta epidemiolégica
(Tabla2) se realiz6 tanto a pacientes como a controles, citandolos telefénicamente en nuestra

consulta o aprovechando la visita de control del tratamiento anticoagulante oral.
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imiento anticoagulante oral, los pacientes fueron citados

en nuestra Unidad. Se les suspendi6é dicha anticoagulacion oral y se les pautd tratamiento
anticoagulante con heparinas de bajo peso molecular durante 15 dias. Posteriormente y una
vez mantenido un ayuno minimo de 12 horas, se les realiz6 una extraccion de sangre de
venas del antebrazo, lo mas atraumatica posible tras un periodo de reposo de unos 30
minutos y posteriormente se les pasO la encuesta epidemiolégica. Se obtuvieron las
siguientes muestras:

-Plasma citratado pobre en plaguetas para la realizacién de las pruebas de hemostasia.

-Sangre total anticoagulada con EDTA para la realizacién del estudio genético.
Una vez extraidas las muestras de sangre venosa, el plasma pobre en plaguetas citratado se
obtuvo tras la centrifugacion durante 20 minutos a 4°C y a 3200 revoluciones/minuto, siendo
congelado de forma inmediata en diferentes alicuotas, para la determinacion posterior de los
pardmetros de hemostasia.
Dimero-D

El dimero-D se determind mediante una técnica de inmunoaglutinacion, automatizada en
coagulémetro STA Liatest D-DI de Diagnostica Stago (Roche Diagnostics). La cuantificacion
es antigénica y los valores de dimero-D considerados como normales eran < 0.5 pg/ml.
TAFI antigénico

Para la determinacion del TAFI antigénico la técnica empleada fue un inmunoenzimoensayo
de doble anticuerpo (1B1 y P4C2): “Asserachrom TAFI ©*“ (Diagnostica Stago, Gennevilliers,
France). La caracteristica principal de esta técnica antigénica, es su demostrada validez en
cuanto a la no influencia en la determinacion de los diferentes niveles de TAFlag, segun los
diferentes genotipos que presente el paciente.

La consecuencia final de esta técnica es un analisis genotipo-independiente, a la hora de
determinar el TAFlag, evitando asi posibles resultados artefactados.

Describimos a continuacion, el procedimiento utilizado por la técnica antigénica
“Asserachrom TAFI ©*

Inicialmente el plasma del enfermo se diluye y se dispensa en una placa de microtitulacion.
En las paredes de estas microplacas se encuentra adherido un anticuerpo con afinidad para
el TAFI, que reacciona con el TAFI del plasma del enfermo, quedando de esta manera unido
también a las paredes de la placa, tras un periodo de incubacién. A continuacién se realizan
varios lavados, eliminando todo el resto de elementos plasmaticos que no se han unido a la

pared de la placa.
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- Edad y sexo.
- Localidad.
- Antecedentes personales de trombosis.
- Localizacion de latrombosis:
TVP de miembros inferiores
TEP
Trombosis portal/Mesentérica/Suprahepatica
Trombosis de senos venosos cerebrales
Trombosis renales
- Nimero de trombosis.
- Edad de aparicion.
- Método diagndstico:
Gammagrafia, TAC, Eco-Doppler, Flebografia
- Tratamiento anticoagulante recibido previo al estudio:
Anticoagulante oral

Heparina

- Antecedentes Familiares de trombosis.

- Habitos toxicos:
Tabaco (afios/paquete)
Alcohol (gramos)
Obesidad (IMC)

- Patologia asociada:
HTA (TAS >160 mmHg/ TAD>95 mmHg)
Hiperlipidemia (Hipercolesterolemia, Hipertrigliceridemia)
Patologia cardiaca (miocardiopatia dilatada)
Neoplasia
Diabetes Mellitus (tipo I, II)

- Farmacos:
Tratamiento hormonal anovulatorio
Tratamiento hormonal de estimulacién ovarica
Tratamiento hormonal sustitutivo

Tratamiento antitrombético activo

Tabla 2
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Ciiék Here toll lleva un segundo anticuerpo también con afinidad para el

s antigénicos que quedan libres en la molécula de TAFI,

y por lo tanto, se fija también a la pared de la microplaca tras otro periodo de incubacion. El
segundo anticuerpo lleva unido un enzima, en este caso la peroxidasa, que reacciona con un
sustrato y que para esta técnica es la tetrametilbenzidina, produciendo un cambio de color.
Se mantiene una nueva incubacion en reposo de 5 minutos y se frena la reaccion enzimatica
anterior con acido sulfarico 1 molar. El cambio de color producido se mide por absorbancia
con un espectofotometro a 450 nandémetros. Una vez conocida la absorbancia de los
estandares y su concentracién de TAFI, se puede dibujar una curva y sobre ésta estimar el
valor de TAFI de los plasmas problema.

La cuantificacién del TAFI es antigénica, con niveles medios en sujetos sanos de 9.1 pg/ml.
Se considerd que un paciente presentaba niveles elevados de TAFI plasmatico, cuando el
valor del mismo (expresado en pg/ml) era > al p90 de los valores determinados en los
controles.

Con el objeto de validar la medicién de los niveles de TAFI en plasma, hemos aplicado una
técnica de determinacion funcional (“Stachrom TAFI, Diagndstica Stago®, Ansnieres, France”)
a una muestra aleatoria de nuestros sujetos, estudiando la correlacion entre los resultados de
las dos técnicas. La técnica de determinacion funcional “Stachrom TAFI® mide la capacidad
del TAFI para activarse, al ser expuesto a un pool de trombina y trombomodulina. Una vez
activado, el TAFI reacciona con el sustrato cromogénico, siendo medido por una densidad
Optica de 405nm.

La correlacién entre ambas técnicas (antigénica y funcional) resulté claramente positiva tanto
en pacientes como en sujetos sanos. A continuacion se exponen los gréficos que representan

dichas relaciones:

A. Correlacién 12 13
entre
losvalores de
TAFI antigénico
y funcional en
39 controles
sanos (r: 0.79;
p:0.0001).

B. Correlacién
entre los
valores de TAFI
antigénico y
funcional en
21 pacientes
(r: 0.80;
p:0.0001).

TAFIf TAFIf
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El test mas directo para la identificacion del factor V Leiden es el andlisis genético, que
incluye la utilizacion de ADN gendmico como molde para la amplificacion del fragmento del
gen del FV que contiene la mutacién, por medio de la técnica de PCR de la zona en la que se
encuentra dicha mutacién. Se puede detectar la presencia o ausencia de la mutacion
mediante restriccion enzimatica, uso de sondas alelo-especificas o secuenciacion directa del
fragmento de PCR amplificado.

Este método presenta una alta precision y sensibilidad en la deteccion de individuos
portadores de la mutacion.

Analisis genético de la mutacion 20210A en el gen de la Protrombina

El diagnéstico de laboratorio para demostrar la presencia de protrombina 20210A esta
basado unicamente en el analisis de DNA. La deteccion de esta variante alélica se realiza
mediante técnicas de genética molecular, las cuales se basan en la amplificacion por medio
de la técnica de PCR de la zona del gen que contiene al nucleétido 20210 del gen de la
protrombina, seguida de digestion por enzimas de restriccion®.

Este método presenta una alta sensibilidad y precision en la deteccién de individuos afectos

portadores de la mutacién y sanos.

Principio de la técnica (comuUn a estas dos Ultimas determinaciones):

1. Obtencion de DNA a partir de sangre total del paciente:
Muestra: 100 pl de sangre total fresca o congelada con EDTA.

- Lisis de hematies.

- Separacion de los leucocitos (centrifugacion).

- Extraccion del ADN.
2. Amplificacion del gen a estudiar:

- DNA soluble.

- Mezcla de amplificacion: primers especificos que llevan unidos un marcador + nucleotidos

+ tampon.

- Tag polimerasa.

- Termociclador.
Amplificacion in vitro (PCR):
1- Se prepara la solucién de trabajo de Tag polimerasa (0,2U/ul) con el buffer de dilucion
incluido en el kit segln el n° de muestras a amplificar. 2- Se coloca el vial original de la Taq
polimerasa a T ambiente. La concentracion de la Taq Polimerasa de Qiagen es: 250U/50uL.
Cada muestra usara 10uL de solucién de trabajo. 3- Se precalienta el termociclador a 94°C

antes de insertar los tubos. 4- Se pipetea en un tubo de amplificacion: 30uL Amplificador Mix.,
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guarda el DNA amplificado a 4°C o congelado a -20°C hasta el momento de la hibridacion.

3. Hibridacion y deteccion del gen (normal o mutacion en microplaca):

- DNA-T: agente desnaturalizante que separa las hebras de DNA.

- La sonda (oligonucle6tido) de DNA complementaria al gen normal o mutado se pegarén a la
base del plastico del pocillo de la microplaca.

- El gen normal se unira a la sonda complementaria del gen normal (en un pocillo) y el gen
mutado se unird a la sonda complementaria al gen mutado (el otro pocillo).

- El conjugado, que lleva el enzima peroxidasa se unird al marcador del gen.

- El sustrato al reaccionar con la peroxidasa se transforma en un producto de color azul.

- El color azul indica la presencia del gen.

Andlisis genético de los polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle del TAFI mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa.

El volumen total de reaccion es de 12.5ul. Esta cantidad incluye 100ng de DNA gendmico, 4
dNTPs (cada uno con un volumen de 200uM), 3 uM de MgCI2, 0.15 pM de los “primers”, 1
“buffer” para PCR y 1 unidad de Hot Start DNA polimerasa (Qiagen, Valencia, CA). Los
“primers” utilizados para el polimorfismo Thr325Ile fueron:

-“forward” 5’-TCTCTAGTAGCCAGTGAAGCAG-3'y

-‘reverse” 5'-ACATAAGGTTTCTGAGCC3'’

amplificando ambos un fragmento de 88 pares de bases (pdb).

Para el polimorfismo Alal47Thr, los alelos PCR especificos precisaron 2 tipos de “forward
primers”:

-5’ GTTTCTGGAAAAGAACAAG-3'y 5'-GTTTCTGGAAAAGAACAAA-3'y

-‘reverse” 5'-ATGGCCTATGAACCACAAGC-3

amplificando un fragmento de 105pdb. EI DNA fue sustituido por agua estéril como control
negativo. EI DNA fue amplificado en un primer ciclo a 95°C durante 15 minutos (min), seguido
de 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos; a continuacién sufre el proceso de “annealing”
durante 30s y a 72°C durante 30s y finaliza el proceso con un ciclo de 10min a 72°C (Applied
Biosystems, Foster City, CA). La temperatura de “annealing” para el polimorfismo Alal47Thr
fue de 58°C. En el caso del polimorfismo Thr325lle la temperatura de “annealing” fue de 55°C
y 10pl del producto obtenido por PCR fue digerido durante 12h a 37°C con la enzima de
restriccion Spel (New England Biolabs), obteniendo un fragmento de 88pdb para la variante
homocigota 325lle, dos fragmentos de 47 y 41lpdb para el “wild-type” Thr-325 variante
homocigota y tres fragmentos de 88, 47 y 41pdb para la variante heterocigota Thr325Ile. Los
productos fueron separados en gel agarosa al 4% y visualizados tras tefiirlos con bromuro de
etidio (Figura 13).
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blicas de cada polimorfismo, hemos utilizado el principio

n el calculo de las mismas a partir de las frecuencias

genotipicas de cada polimorfismo: p°>+2pg+qg°*=1yp+q=1.

r

p = frequencia del alelo dominante en la poblacion
g = frequencia del alelo recesivo en la poblacion

p = porcentaje de individuos homocigotos dominantes
o = porcentaje de individuos recesivos dominantes

\2pq porcentaje de individuos heterocigotos

DETERMINACION
POLIMORFISMOS

Sangre total

Leucocnos

Ala147Thr

(PCR alelo especifica; P1-P3 1 P2-P3) (PCR + Digestion)

TCTCTAGT AFCCAGT FaAGC AR »

Pl GTTTCTGFAARAGAACARR
FZ GTTTCTGRARRAGAACALG

Extraccmn de DNA

Thr326lle

* ACAT AAGGTTTCTFAGCC

Digestion Spe | (A/CTAGT)

ATGGCCTATGAACCACAAGD P2
P1-P3 o — [,

o -
Wb

P2-P3

Figura 13
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variables investigadas en los pacientes

-Edad y sexo.

-Factores de riesgo de ETV: antecedentes familiares de trombosis venosa, hipertension
arterial, hipercolesterolemia, tabaquismo, obesidad, toma de anticonceptivos orales.
-Localizacion de la trombosis.

-Métodos diagnosticos de ETV.

-Medicacion anticoagulante previa al estudio.

-Parametro de Hemostasia: TAFI, dimero-D

-Marcadores de riesgo congénito de ETV.

22Etapa: Analizar la asociacion entre los niveles elevados de TAFl v la presencia de

ETV en los pacientes.

32Etapa: Analizar la asociacidn entre los niveles de TAFlag y los diferentes

polimorfismos genéticos en pacientes y en controles. Asociacidén de los polimorfismos

genéticos con el riesgo de padecer ETV.

42Etapa: Andlisis de la asociacion entre los niveles de TAFI vy los marcadores de riesgo
genéticos: FVL y PT20210A.

52Etapa: Asociacion entre los niveles de TAFI y factores de riesqo adquiridos en

pacientes con ETV.

62Etapa: Correlacion del TAFlag con los niveles de dimero-D, tanto en pacientes como

en controles.

lI.LF ESTADISTICOS UTILIZADOS

» Para el estudio descriptivo de las variables cualitativas se utilizé la frecuencia absoluta y la

frecuencia relativa en porcentajes.

» En las variables cuantitativas, se calculé6 su media, desviacion estandar e intervalo de
confianza al 95%; si la variable no seguia una distribucién normal se calcul6 la mediana vy el
rango.

» Para el estudio de asociacion entre variables cualitativas se utilizo la prueba de X*o
prueba exacta de Fisher, en caso necesario. La magnitud de asociacion entre la diferentes

variables clinicas se expreso por medio de la odds ratio (OR). En ambos casos con intervalos
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» Para la comparacion de variables cuantitativas se utilizd la T de Student o test no
paramétrico de U de Mann-Whitney, segun cumplieran el ajuste a normalidad o no.
» Para el estudio de la asociacion entre las variables cuantitativas se utilizo el coeficiente de
Pearson. Para su representacion grafica se utilizaron graficas de dispersion con curva de
ajuste.

» Para el estudio multivariante se realizé un analisis de regresion logistica multiple. Para ello
se seleccionaron todas aquellas variables que fueron significativas en el estudio univariante.
» El nivel de significacion estadistica utilizado en los contrastes de hipotesis ha sido de

p<0.05.
» Para el analisis de los datos se utilizo el programa estadistico SPSS version11.0®. Para el

almacenamiento de los datos se utilizo el programa Access de Microsoft® y para la edicion el

programa Word de Microsoft® (Windows XP®).
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12Etapa: Estudio descriptivo de las variables investigadas en los pacientes
1.1 EDAD Y SEXO

-Edad

Las edades de los pacientes y los controles se hallaban comprendidas entre los 18 y 80

afos (Figura 14). La edad media de los pacientes fue de 56 afios. En los controles la edad
media fue de 55 afio

12

101

Frecuencia EDAD

18 29 32 37 43 46 50 54 57 60 65 69 73 76

EDAD

Figura 14
-Sexo

El 53% de los pacientes eran varones (70) y el 47% eran mujeres (61) (Figura 15).

47%

Elvarén

H mujer
53%

Figura 15

- 60 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
— use period has ended.
. 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrade t
Unlimited Pages and Ex

IRIDOS DE ETV
Cipales factores de riesgo adquiridos para la ETV, en los

pacientes estudiados.

TABAQUISMO 29 22,1%
OBESIDAD 10 7,6%
DIABETES MELLITUS 2 6 4,6%
HIPERLIPEMIA 8 6.1%
TOMA DE ANOVULATORIOS |9 6,9%

Tabla 3

1.3 LOCALIZACION DE LA TROMBOSIS VENOSA

La localizacion mas frecuente fue a nivel popliteo, diagnosticada en el 80% de los

pacientes (105); el 18% de los pacientes presentaron un episodio de TEP (24); el 1%

presentd un episodio de trombosis portal (1) y el 1% present6 un una trombosis mesentérica

(1) (Figura 16).

mesenterica
portal
TEP

TVP

O mesenterica
O portal

B TEP

aTvP

50 100 150

Figura 16
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14% por Gammagrafia pulmonar de ventilacion-perfusion (19), y el resto mediante TAC
tor4cico helicoidal, flebografia de MMII y Eco-doppler abdominal (8) (Figura 17).

[ gammagrafia

5% 1%  14% W eco-doppler

=
OangioTAC
80% O flebografia/eco
abdominal

Figura 17

1.5 MEDICACION ANTICOAGULANTE RECIBIDA PREVIAMENTE A LA INCLUSION EN EL
ESTUDIO

El 88% de los pacientes habian estado en tratamiento con ACO (115) y el 12% recibio
tratamiento con heparinas de bajo peso molecular (16) (Figura 18).

OACO
B Heparina

88%

Figura 18

1.6 NIVELES ANTIGENICOS DE TAFI
Los pacientes presentaron unos niveles medios de TAFlag de 10.1 pg/ml, con una
desviacion tipica de 1.83. El rango fué de 6.60-17.80 pg/ml. Los controles presentaron unos
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ml (rango: 6.1-12.0 ug/ml) En la Figura 19 se exponen
ion segun los diferentes valores de TAFlag.

10
§ 8
s ©
g 4
o
o 2

0

niveles de TAFI

O6,6 W7 o771 0O7,3 Wm739075 W78 O79 M8

W83 084 O845 M85 M86 M7
09,1 09,2 093 O94 O95 096
010,1 O10,6 @10,7 @10,8 10,9 W11
Hi115@11,7M11,8 M11,6 W12 0121
012,8 @13,8 014,3 M14,4 B15,4 W17,2

W88 Mm89 09
m9,7 H99 OI10
H11,2 M11,3 W11,4
H12,2 012,4 M12,5
17,8

Figura 19

1.7 MARCADORES DE RIESGO GENETICO DE ETV
Factor V Leiden

El 12.2% de los pacientes (16) eran heterocigotos para la mutacion del Factor V Leiden.
El 8% de los controles (8) eran heterocigotos para dicha mutacion (Figura 20).

PACIENTES

neg.
heteroc.

heteroc. heteroc.

0

100 150 0

CONTROLES

50

100

Figura 20

Protrombina 20210A

El 9.2% de los pacientes (12) y el 2% de los controles (2) eran heterocigotos para la

mutacion 20210A de la Protrombina (Figura 21).

PACIENTES

neg.

neg.

heteroc. heteroc.

heteroc.

0

100 150

CONTROLES

Fiaura 21
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Polimorfismo Alal47Thr en pacientes:
El 18.3% (24) present6 el genotipo 147Thr/Thr, el 50.4% (66) el 147Thr/Ala y el resto (41),

el genotipo 147Ala/Ala (Figura 22).

Ala/Ala

O Ala/Ala
B Thr/Ala
BThr/Thr

Thr/Ala

Thr/Th

0 20 40 60

Figura 22

Polimorfismo Alal47Thr en controles:
El 20% (20) present6 el genotipo 147Thr/Thr, el 58% (58) el 147Thr/Ala y el resto (22) el

genotipo 147Ala/Ala (Figura 23).

Ala/Ala
Thr/Ala O Ala/Ala
H Thr/Ala
OThr/Thr

Thr/Th

Figura 23
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genotipo lle/lle (Figura 24).

lle/lle

O lle/lle
E Thr/lle
B Thr/Thr

Thr/lle

Thr/Th

Figura 24

Polimorfismo Thr325lle en controles:
El 33% (33) presentd el genotipo Thr/Thr, el 51% (51) el Thr/lle y el resto (16) el genotipo
lle/lle (Figura 25).

le/lle
il O lle/lle
rie B Thrille
Bl Thr/Thr

Thr/Thr i

Figura 25

-65-


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade'i es de TAFly la presenciade ETV en los pacientes.

Unlimited Pages and E

El percentil 90 de los niveles plasméticos de TAFI observado en los sujetos sanos

correspondi6é a 11.0 ug/ml (Figura 26).

12

10
8 Op25

Op50
6 ®p90
4 Op97
2 I —
0
p25 p50 P90 p97
Figura 26

El porcentaje de pacientes con trombosis venosa y valores de TAFI elevados (>11.0 pg/ml)
fué del 27.5% (36). En los controles, el 11% (11) presentd niveles elevados de TAFlag
plasmatico. Esta diferencia fue estadisticamente significativa: p<0.002 y OR=3.06 (IC 95%:
1.4-6.3) (Figura 27)(Tabla 4). Cuando estos valores se ajustaron considerando la edad y el

sexo, No se encontraron variaciones en el valor de la OR.

B Casos
O Controles

Casos Controles

Figura 27
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Niveles Sl 27% 11% 20.3%
elevados = “\ — =
de TAFI 95 g9 || 184
NO 0 89.0% 79.7%
TOTAL 131 100 231
100,0 % 100,0% 100,0%
Tabla 4

Los niveles medios de TAFI plasmético en los pacientes fueron de 10.1 pg/ml. En los
controles fueron de 9.1 pg/ml (Figura 28). Esta diferencia resultdé estadisticamente

significativa (p<0.0001) (Tabla 5):

Niveles medios TAFI | Desviacién tipica |Error tipico de la
media

Pacientes 10.17 pg/mi 1.83 0.15
Controles 9.17 pg/ml 1.37 0.13
Tabla 5

10

H pacientes
M controles

9,5

9

8,5

pacientes controles

Figura 28
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ion de los polimorfismos genéticos con el riesgo de

padecer ETV.

3.1 POLIMORFISMO ALA147THR EN PACIENTES

No encontramos diferencias significativas (p=0.291) entre los niveles de TAFlag y las
diferentes isoformas del polimorfismo Alal47Thr (Tabla 6)( Figura 29). La frecuencia alélica
Ala/Thr resulté ser de 0.59/0.41 respectivamente. Tampoco hubo diferencias entre dichos
alelos y los niveles medios de TAFI. No hemos hallado en este polimorfismo, ningln genotipo

gue sea marcador de riesgo para ETV (Tabla 7).

POLIMORFISMO NIVELES DE
ALA147THR TAFI(ug/ml)
147 THR/ITHR 10.6 pg/ml
147 THRIALA 10.1 pg/ml 0.291
147 ALA/ALA 9.9 pg/mi
Tabla 6
10,6+
10,4+
10,27 E147 Thr/Thr
107 O 147 Ala/Thr
9,81 0147 Ala/Ala

9,61

9,4

pacientes con ETV p=0,291

Figura 29
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CASOS 24(18.3%) | 66(50.3%) |41(31.2%) | 131
CONTROLES |20 (20%) [58(58%) |22(22%) |100 0.287
TOTAL 44 124 63 231

Tabla 7

3.2 POLIMORFISMO THR325ILE EN PACIENTES

No se han hallado tampoco diferencias significativas (p=0.279), entre los niveles de TAFlag
y las diferentes isoformas del polimorfismo Thr325lle (Tabla 8)(Figura 30). La frecuencia
alélica lle/Thr resultd ser de 0.30/0.70 respectivamente. No hubo diferencias entre estos
alelos y los niveles medios de TAFI. El genotipo 325Thr/Thr resulté estadisticamente
significativo como marcador de riesgo para ETV (OR:2.1(IC 95% 1.3-3.7)) (Tabla 9). Al
ajustar estos resultados considerando la edad y el sexo, no se encontraron variaciones en el

valor de la OR.

POLIMORFISMO NIVELES DE TAFI
THR325ILE (Mg/ml)
325ILE/ILE 10.3 pg/ml
325ILE/THR 9.8 ug/ml 0.279
147 THR/THR 10.3 pg/ml
Tabla 8
10,3 . :
10,2-?
10,1+
o 0325 lle/lle
9,9-? 325 lle/Thr
9.8-/ 00325 Thr/Thr
9,7-/
9,6-
9,5-
pacientes con ETV p=0,279
Figura 30
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Thr/lle

Thr/Thr

TOTAL

CASOS 14(11%) [50(38%) |[67(51%) (131

CONTROLES [15(15%) [49(49%) [36(36%) |100 0.006

TOTAL 29 102 100 231 OR:2.1(95% IC
1.3-3.7)

Tabla 9

3.3 POLIMORFISMO ALA147THR EN CONTROLES

Tampoco se han encontrado diferencias significativas en cuanto a los niveles de TAFlag y
los diferentes genotipos del polimorfismo Alal47Thr, en los sujetos sanos (p=0.264) (Tabla
10)(Figura 31). La frecuencia alélica Ala/Thr resulté ser de 0.61/0.39 respectivamente. No

hubo diferencias entre estos alelos y los niveles medios de TAFI.

POLIMORFISMO

NIVELES DE TAFI

ALA147THR (Mg/ml)
147 THR/THR 9.3 pg/ml
147 THR/ALA 8.9 pg/ml 0.264
147 ALA/ALA 9.5 pg/ml
Tabla 10
961 95
9,41 /
9’2./ / 0147 Thr/Thr
— O 147 Ala/Thr
9 \ 89
L m] la/Al
65l 147 Ala/Ala
8,6+
p=0,264
Figura 31
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No se encontraron diferencias significativas (p=0.575) en cuanto a los niveles medios de

TAFlag y las diferentes isoformas del polimorfismo Thr325lle, en sujetos sanos (Tabla

11)(Figura 32). La frecuencia alélica lle/Thr resultd ser de 0.36/0.64 respectivamente. No

hubo diferencias entre estos alelos y los niveles medios de TAFI.

POLIMORFISMO

NIVELES DE TAFI

THR325ILE (ug/ml)
325ILE/ILE 9.5 ug/ml
325ILE/THR 9 pg/mi 0.575
325 THR/THR 9.1 pg/ml
Tabla 11
9,5 y
9,4-?
9,34
ook 0325 lleflle
9,1-? 7 01325 Ile/Thr
of 00325 Thr/Thr
8,9-/
8,81
8,74
p=0,575
Figura 32
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entre los niveles de TAFIl vy los marcadores de riesqo

4.1 TAFI'Y FACTOR V LEIDEN

Pacientes

Cuando se estudiaron los niveles medios de TAFlag segun la presencia o no de la

mutacion factor V Leiden en los pacientes, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.943)(Figura 33)(Tabla 12).

MUTACION FACTOR V LEIDEN

NIVELES DE TAFI(ug/ml)

NEGATIVO (n=115)

10.15 pg/ml

HETEROCIGOTO (n=

16)

10.18 pg/ml

0.943

Tabla 12

p=0,943

OFVL
Negativo
OFVL

Heterocigoto

Figura 33

Controles

El estudio de los controles tampoco ofreci6 diferencias estadisticamente significativas

(p=0.348)(Figura 34)(Tabla 13).

MUTACION FACTOR V LEIDEN

NIVELES DE TAFI(ug/ml)

NEGATIVO (n=92)

9.1 pyg/ml

HETEROCIGOTO (n=8)

9.6 ug/ml

0.943

Tabla 13
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9,6-/
9:4‘/ OFVL
/ Negativo
9,21 I OFVL
/ Heterocigoto
g-
8,84
p=0,348
Figura 34

4.2 TAFI'Y PT 20210 A
Pacientes

No hemos encontrado en los pacientes, diferencias entre los niveles medios de TAFlag y el
ser portador o no de la mutacion de la PT20210A (p=0.146)(Figura 35)(Tabla 14).

MUTACION PT20210A NIVELES DE TAFI(ug/ml)
NEGATIVO (n=118) 10.2 pg/ml
HETEROCIGOTO (n=13) 9.4 pg/mi 0.146
Tabla 14

ONeg

O Heteroc.

p=0,146

Figura 35
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de TAFI y la mutacion PT20210A (p=0.792)(Figura 36)(Tabla 15).

MUTACION PT20210A NIVELES DE TAFI(ug/ml)

NEGATIVO (n=92) 9.1 pg/ml

HETEROCIGOT O (n=8) 8.9 ug/ml 0.943

Tabla 15

91
9,051

ONeg
8,951

8,91 B Heteroc.

8,851

8,8

p=0,792

Figura 36

52Etapa: Correlacion entre factores de riesqo adquiridos para ETV vy los niveles de

TAFlag en pacientes y controles.

5.1 TAFI Y SEXO
Pacientes

Cuando hemos estudiado al grupo de pacientes, hemos hallado una tendencia en el limite
de la significacion, al determinar los niveles medios de TAFlag con respecto al sexo. Las
mujeres presentaban niveles de TAFI mas elevados que los varones con una p=0.060
(Figura 37)(Tabla 16).
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NIVELES DE TAFI(ug/ml)

VARONES (n=70)  |9.8 pg/ml

MUJERES (n=61)  |10.4 pg/ml 0.060

Tabla 16

mujeres Ovarones
B mujeres

lﬂ varones

p=0,060

Figura 37

Controles
No hemos encontrado diferencias entre los niveles de TAFlag y el sexo, en los sujetos sanos
(p=0.358)(Figura 38)(Tabla 17).

NIVELES DE TAFI(ug/ml)

VARONES (n=60) 9.0 pg/ml

MUJERES (n=40) 9.3 pg/ml 0.358

Tabla 17
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mujeres

varones

p=0,358

Ovarones
B mujeres

Figura 38
5.2 TAFI Y EDAD

Pacientes

No hemos encontrado diferencias significativas entre los niveles medios de TAFlag y los
grupos de edad estudiados en los pacientes (p=0.195). Si que hemos observado un aumento

de los niveles de TAFI conforme aumenta la edad de los sujetos estudiados (Figura

39)(Tabla 18).
EDAD

NIVELES DE TAFI(ug/ml)

18-40a (n=18) 9.6 pg/ml
41-65a (n=73) 10.0 pg/ml
66-80a (n=40) 10.5 pg/ml

0.195

Tabla 18

Controles

En los sujetos controles, tampoco hemos observado diferencias significativas entre los

niveles de TAFI y los grupos de edad estudiados (p=0.222)(Figura 40)(Tabla 19).

A 66-80a

41-65a

18-40a

p=0,195

O18-40a
W 41-65a
066-80a

Figura 39
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_____ NIVELES DE TAFI(ug/ml)

18-40a (n=18) 9.5 pg/mi

41-65a (n=50) 9.5 pg/ml 0.222
66-80a (n=32) 8.8 yg/mi

Tabla 19

0018-40a
W 41-65a
[066-80a

Figura 40

5.3 TAFI' Y TABACO
Pacientes

En los pacientes, no hemos encontrado significacién alguna al comparar los niveles medios
de TAFI con el hecho de ser fumador o no (p=0.167)(Figura 41)(Tabla 20).

FUMADOR NIVELES DE TAFI(ug/ml)
SI(n=29) 9.7 pg/ml
NO(n=102) 10.2 pg/ml 0.167
Tabla 20

-77 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expan

NO fumador O fumador
B NO fumador

fumador

p=0,167

Figura 41

Controles
En los sujetos controles tampoco se encontraron diferencias significativas (p=0.406)(Figura
42)(Tabla 21).

FUMADOR NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=19) 8.9 yg/ml
NO (n=81) 9.2 ug/ml 0.406
Tabla 21

NO fumador O fumador
B NO fumador

fumador

p=0,406

Figura 42
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En los pacientes, no encontramos diferencias significativas al medir los niveles medios de

TAFI, tanto en sujetos obesos como en los que no lo eran (p=0.648)(Figura 43)(Tabla 22).

OBESIDAD NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=10) 9.9 pyg/ml
NO (n=121) 10.1 pg/ml 0.648
Tabla 22

NO obesidad O Obesidad
B NO obesidad

Obesidad

p=0,648

Figura 43

Controles

Si que hallamos diferencias estadisticamente significativas en los controles, ya que los
sujetos obesos presentaban niveles medios de TAFlag mas elevados que los que no lo eran
(p<0.05)(Figura 44)(Tabla 23).

OBESIDAD NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=3) 10.6 pg/ml
NO (n=97) 9.1 pg/mi 0.05
Tabla 23

-79-


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expak

NO obesidad O Obesidad
B NO obesidad

Obesidad

p<0,05

Figura 44

5.5 TAFI Y ANOVULATORIOS
Pacientes

No hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la toma de anticonceptivos
orales y la elevacion de los niveles medios de TAFI o no (Figura 45)(Tabla 24).

TOMA DE ANOVULATORIOS NIVELES DE TAFI(ug/ml)

Sl (n=9) 9.9 pug/ml
NO (n=52) 10.0 pg/ml 0.778
Tabla 24

NO ACO OTOMA de ACO
ENO ACO

TOMA de
ACO

p=0,778

Figura 45
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46)(Tabla 25).

TOMA DE ANOVULATORIOS NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=3) 10 pg/mi
NO (n=37) 9.5 pg/ml 0.256
Tabla 25

NO ANO OTOMA de ANO
ENO ANO

TOMA de
ANO

p=0,256

Figura 46

5.6 TAFl y DM tipo 2.
Pacientes

En los pacientes no hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a los niveles
medios de TAFI y padecer diabetes tipo 2 (DM tipo 2) o no (p=0.592)(Figura 47)(Tabla 26).

DM tipo 2 NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=6) 10.5 pg/ml
NO (n=125) 10.1 ug/ml 0.592
Tabla 26

-81-


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expan

NO D;/' PO TE DM tipo 2
B NO DM tipo 2
DM tipo 2
p=0,592
Figura 47

Controles
Tampoco encontramos diferencias en los controles (p=0.194)(Figura 48)(Tabla 27).

DM tipo 2 NIVELES DE TAFI(ug/ml)
Sl (n=7) 9.8 ug/ml
NO (n=93) 9.1 pg/ml 0.194
Tabla 27

NO DM tipo

2 O DM tipo 2

B NO DM tipo 2

DM tipo 2

p=0,194

Figura 48
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No hemos encontrado diferencias significativas entre los pacientes con 0 sin
hipercolesterolemia (HCL) y los niveles de TAFlag (p=0.546)(Figura 49)(Tabla 28).

HIPERCOLESTEROLEMIA NIVELES DE TAFI(ug/ml)

Sl (n=8) 10.5 pg/ml
NO (n=123) 10.1 pg/ml 0.546
Tabla 28

NO HCL
OHCL BENO HCL

i‘ HCL

p=0,546

Figura 49

Controles
Si que existian diferencias significativas entre los niveles medios de TAFI, en los sujetos
sanos con o sin hipercolesterolemia (p<0.026)(Figura 50)(Tabla 29).

HIPERCOLESTEROLEMIA | NIVELES DE TAFI(ug/ml)

Sl (n=7) 10.2 pg/ml
NO (n=93) 9 pg/ml 0.026
Tabla 29
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NO HCL

OHCL BENO HCL

HCL

p<0,026

Figura 50

62Etapa: Correlacién del TAFlag con los niveles de dimero-d, tanto en pacientes como

en controles.
6.1 TAFI Y DIMERO-D
Pacientes
No encontramos correlacion estadisticamente significativa entre el dimero-d y el TAFI de
los pacientes estudiados (r=0.070; p=0.649)(Figura 51).
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Figura 51
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controles (r=0.130; p=0.198)(Figura 52).

e los niveles medios de TAFI y de dimero-D en los
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N sujetos sanos y en pacientes con ETV

Niveles plasmaticos de TAFI en sujetos sanos.

El nivel medio del TAFI en individuos sanos presenta gran variabilidad. La concentracion
media antigénica oscila entre 4-15ug/ml****'®y sus niveles funcionales entre el 40% y
270% 218,267.

Chetaille y cols. analizaron los valores del TAFlag en 249 sujetos, donde se objetivaron
niveles entre el 41% y 259% (los resultados fueron expresados como porcentajes de los
valores plasméaticos medios de un grupo control de 30 sujetos sanos). El sexo no influenciaba
en la variabilidad del TAFlag. Sin embargo, se encontré una correlacion positiva entre el
TAFlag y la edad en mujeres; y ademas, el TAFI en varones de raza caucasiana resultd
significativamente mas alto que el de la poblacibn masculina africana. En general se
concluyo, que los niveles de TAFlag fueron muy estables entre los individuos, no existiendo
variaciones significativas con el ritmo circadiano®'®,

En otro estudio, Stromqvist y cols.”*” evaluaron una serie de 479 sujetos sanos, mediante
una técnica de enzimoinmunoensayo que utilizaba anticuerpos policlonales de conejo,
obteniéndose unos niveles medios de TAFlag en mujeres de 13.3 pg/ml y unos niveles
medios en varones de 13.4 ug/ml. La distribucion del TAFI segun diferentes grupos de edad
mostré niveles de TAFI significativamente mayores en las mujeres con edades comprendidas
entre 30-39 afios. En los varones no se mostraron diferencias significativas en cuanto a la
edad. Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto al sexo.

En nuestro estudio, al utilizar una técnica antigénica mas especifica para medir los niveles
de TAFI plasmatico (Asserachrom TAFI®), hemos tenido ciertas dificultades a la hora de
comparar nuestros resultados con algunos de los trabajos cientificos publicados
recientemente. Estos inconvenientes radican en que la mayoria de los estudios han
desarrollado técnicas de determinacion funcional o antigénica diferentes a la nuestra, que
varian tanto en la metodologia de laboratorio como en las unidades de medida utilizadas para
expresar los resultados. Nosotros hemos aplicado una técnica antigénica que ha demostrado
ser genotipo-independiente. Esta técnica utiliza un panel de anticuerpos policlonales (anti-
TAFI-1B1 y P4C2) que ha evidenciado en sujetos sanos, que los niveles de TAFI no varian
en funcion los diferentes genotipos (polimorfismos genéticos Alal47Thr y/o Thr325lle)?®.

Los valores medios del TAFlag determinados en nuestros controles fueron de 9.1 pg/ml
(6.0-12.5 pg/ml). Estos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio de Frere y cols.,
donde se determinaron los niveles medios de TAFlag mediante 2 técnicas antigénicas (STA-
Stachrom TAFI® y Asserachrom TAFI®) en 86 pacientes con infarto de miocardio y en 123
controles sanos. En este estudio la técnica STA-Stachrom TAFI® mostré unos niveles entre

6.1y 14.1 pyg/ml, y la técnica Asserachrom TAFI ©® (la misma utilizada en nuestro estudio)

- 86 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
p— use period has ended,

- CO m p | ete Thank you for using

e PDF Complete.

Click Here to l. El valor maximo obtenido por Frere y cols. utilizando

Unlimited Page hs elevado debido a que las medidas de este estudio

fueron realizadas en el grupo total de sujetos (pacientes y controles)?®,

Niveles plasmaticos de TAFI en pacientes con ETV

Numerosos estudios, han puesto de manifiesto el papel del TAFI como factor de riesgo para
desarrollar enfermedades con una elevada morbimortalidad, como la cardiopatia isquémica,
las enfermedades cerebrovasculares o ciertas enfermedades infecciosas®®’?**%%>2032%9 - Mas
escasos, son los estudios que relacionan el TAFI con la ETV. Recientemente, Van Tilburg y
cols. en un estudio de casos y controles que incluia a 474 pacientes (“Leiden Thrombophilia
Study”) y 474 sujetos sanos pareados en edad y sexo, encontraron un incremento del riesgo
de padecer trombosis venosa profunda de aproximadamente 2 veces superior (OR:2.0), en
pacientes con niveles de TAFI >122 U/dI (percentil 90th de los sujetos sanos). La técnica de
determinacion antigénica usada en este estudio, fue desarrollada por los propios autores y
era distinta a la aplicada en nuestro estudio. Las pacientes que tomaron contraceptivos orales
en este estudio también presentaron concentraciones de TAFI mas elevadas que las que no
los recibieron. Tampoco se observo asociacion entre los pacientes portadores de la mutacion
factor V Leiden y los niveles elevados de TAFI plasmético. No se estudiaron los
polimorfismos genéticos del TAFI y su relacion con la ETV. En nuestro estudio no hemos
hallado asociacion entre los niveles de TAFI y la toma de anticonceptivos orales en mujeres,
el ser portador del FVL y/o presentar la mutacion PT20210A%°.

En otro estudio multicéntrico de cohortes prospectivo, se evaluaron a 600 pacientes con un
primer episodio de tromboembolismo venoso, intentando establecer la influencia de los
niveles de TAFI en el riesgo de recurrencia de dicha patologia. Se observé que existia una
asociacion entre la presencia de niveles elevados de TAFI plasméatico (percentil 75th o >) y la
recurrencia de la ETV en los pacientes. Asi mismo, los pacientes con niveles elevados de
TAFI presentaban niveles elevados de factores Xl, VIII y IX. Estos hallazgos también se
relacionaban con un alto riesgo de recurrencia de la enfermedad tromboembdlica. No se
estudiaron factores de riesgo genéticos. En este trabajo tampoco se estudiaron los
polimorfismos genéticos del TAFI, por lo que no hemos podido contrastar dichas variables
con los datos de nuestro estudio®’.

En un tercer estudio, Shroeder y cols. investigaron la relacion entre los niveles de TAFlag
plasmatico y algunos parametros que evalian el estado de coagulacion y fibrinolisis
plasméatica, en pacientes con tromboembolismo pulmonar. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de TAFI de los pacientes (TEP) y los sujetos
controles. En ambos grupos, los niveles de TAFlag no se correlacionaban con el dimero-D,
fibrindgeno o la proteina C, respectivamente. La edad y el sexo no influenciaban tampoco en

los niveles antigénicos de TAFI. Tampoco existian diferencias entre los pacientes con TEP y
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embargo, en el trabajo de Shroeder, si que se encontraron diferencias significativas entre los
pacientes con TEP masivos y los pacientes con TEP menos oclusivos (con niveles mas altos
de TAFlag en los primeros)®*.

En nuestra serie hemos encontrado resultados muy similares a los trabajos de Van Tilburg
y Eichinger®®**". El 27.5% de nuestros pacientes presentaba niveles elevados de TAFlag
(TAFI> 11.0 pg/ml). Tan solo el 11% de los sujetos sanos tenian elevados estos niveles.
Estas diferencias eran significativas (p<0.002) y la estimacion del riesgo (OR) fue de 3.06.
Cuando determinamos si existian diferencias entre los niveles medios de TAFlag de los
casos y de los controles, estos eran mas elevados en los pacientes con ETV que en los
controles (p<0.0001). Por lo tanto, pese a determinar los niveles de TAFI mediante una
técnica antigénica diferente (que recientemente ha demostrado ser polimorfismo-

independiente®32%®

, Y en este sentido, mas segura que otras técnicas antigénicas utilizadas
en otras series), nuestro trabajo pone de nuevo en evidencia que los niveles elevados de esta
proteina constituyen un factor de riesgo en pacientes que han sufrido ETV. No pudimos
contrastar nuestros resultados con ningun estudio espafol, al ser la nuestra, la primera
comunicacion de estas caracteristicas.

Cuando se han analizado los niveles de TAFI en otras patologias, los resultados son algo
mas controvertidos; Segev y cols. observaron, que pacientes con cardiopatia isquémica
sometidos a tratamiento con angioplastia y que ademas presentaban niveles descendidos de
TAFlag, sufrian una disminucién de los niveles de reestenosis tras dichos procedimientosm.
En el estudio PRIME (Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction), se
determinaron los valores medios de TAFlag en pacientes con antecedentes de cardiopatia
isquémica y en sujetos controles de varios paises. En el estudio Francés, los pacientes
presentaban unos niveles medios de TAFI de 12.75 pg/mly los controles de 12.83 pg/ml. Los
pacientes del Norte de Irlanda, presentaban unos niveles de 13.1 pg/ml y los controles de
12.99 pg/ml. No se encontré asociacion entre los niveles elevados de TAFI y los eventos
cardiovasculares investigados®®’. Estos ultimos resultados si que hemos podido compararlos
con los obtenidos en nuestra serie, ya que la técnica antigénica utilizada para medir el TAFI
plasméatico en ambos estudios fue la misma (Asserachrom TAFI ®). En nuestro grupo de
pacientes obtuvimos unos valores medios de TAFlag de 10.1 pg/ml (6.6-17.8 pg/ml), que son
muy similares a los descritos en este trabajo. En cualquier caso, deberiamos ser prudentes a
la hora de contrastar estos resultados, ya que estamos comparando dos patologias diferentes
en cuanto a la fisiopatologia y etiopatogenia de la trombosis (tromboembolia arterial y

tromboembolia venosa).
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origen geografico de los sujetos estudiados, que se hace mas evidente cuando comparamos
series de pacientes que presentan una mayor distancia geogréfica. Este aspecto puede ser
controvertido, ya que, para valorar realmente si existen diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de TAFI de pacientes situados en diferentes localizaciones
geograficas, necesitariamos estudiar estos niveles con la misma técnica antigénica y/o
funcional; y como hemos apreciado anteriormente existen multitud de técnicas de
determinacion tanto antigénicas como funcionales.

Otro importante trabajo es el estudio HIFMECH (Hypercoagulability and Impaired
Fibrinolytic function MECHanisms predisposing to Myocardial Infarction study), donde se
comparaban los resultados de 598 pacientes que presentaron infarto de miocardio y 653
sujetos sanos; y donde se observo que los niveles elevados de TAFI actuaban como factor
protector de Infarto de Miocardio®”t. De nuevo, no pudimos contrastar nuestros niveles de
TAFI con los de este trabajo, ya que la técnica de analisis fue distinta.

Por lo tanto, con respecto a otras enfermedades vasculares, el significado de los niveles de
TAFI es aun desconocido, y no ofrece resultados tan concluyentes como los descritos en la

Enfermedad Tromboembdlica Venosa.

V.B Estudio de los polimorfismos genéticos Alal47Thry Thr325lle

Se han descrito numerosos polimorfismos genéticos relacionados con el gen que codifica la
proteina TAFI, intentando establecer conexiones entre dichos polimorfismos y su
predisposicion a conformar enfermedad tromboembdélica venosa o a relacionarse con niveles
elevados de esta proteina; en nuestro pais, no existe ningun estudio que aclare la relacion
existente entre los niveles de TAFI, sus polimorfismos genéticos y la ETV, siendo nuestro
trabajo el primero en valorar si hay o no algtna asociacion.

Distribucion genotipica (Alal47Thr y Thr325lle) en pacientes y controles

En la literatura cientifica, ningun genotipo se ha asociado claramente con esta enfermedad.
Sin embargo, mas numerosos son los estudios que revisan estas variables en pacientes con

Cardiopatia Isquémica, aunque no existen conclusiones definitivas al respecto.

-Polimorfismo Ala147Thr

La distribucion del polimorfismo Alal47Thr en nuestros pacientes fue de: 18.3% para el
genotipo 147Thr/Thr, 50.4% 147Thr/Ala y 31.3% 147Ala/Ala. En los controles, obtuvimos
unos resultados muy similares: 20% para el genotipo 147Thr/Thr, 58% para el 147Thr/Ala y
22% para 147Ala/Ala. Se respetan las frecuencias en cuanto a las isoformas del polimorfismo

se refiere, tanto en pacientes como en controles y no objetivamos ninguna asociacion entre
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Norte, en el estudio PRIME?'. La frecuencia alélica Ala/Thr determinada en nuestra serie
resulté similar a la mostrada en otros estudios, sobre todo europeos®’*’?, En el estudio
HIFMECH realizado en varios hospitales europeos también se obtuvieron porcentajes
similares de las isoformas de este polimorfismo®®. Sin embargo, en un estudio Japonés
donde se evalu6 el riesgo de padecer Enfermedad Cerebrovascular Isquémica y su
asociacion con los polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle, los porcentajes variaban siendo el
genotipo Ala/Ala el mas frecuente y el Thr/Thr el menos frecuente®®; no existiendo tampoco
asociacion de ningun genotipo del polimorfismo Alal47Thr, con el riesgo de padecer infarto
cerebral en los pacientes estudiados. Las diferencias existentes entre la distribucion
genotipica de algunos pacientes, pueden estar relacionadas con la procedencia de la
poblacion observada (occidental, anglosajona, asidtica...), ya que probablemente existan
variaciones genéticas que condicionen este fenébmeno.

Uno de los pocos estudios realizados en pacientes con ETV, ha valorado recientemente®®
la posible relacién entre diferentes polimorfismos del gen TAFI (-438 G/A, Thr325lle y
Alal147Thr) y la ETV. En este estudio, los autores han aplicado un ELISA polimorfismo

independiente®

para determinar los niveles antigénicos de TAFI, y la poblacion estudiada
pertenecia al conocido trabajo “Leiden Thrombophilia Study”. Cabe destacar que el alelo
147Ala (perteneciente al polimorfismo Alal47Thr) estaba relacionado con un incremento de
probabilidad de padecer ETV, siendo los niveles antigénicos de este alelo mas bajos que el
resto de alelos para ese polimorfismo. Por otro lado, el genotipo 147Thr/Thr presentaba
niveles de TAFlag mas elevados que los otros dos genotipos (147Thr/lle y 147lle/lle) en los
sujetos estudiados. Este resultado era similar al de Brouwers y cols.?*%%,

Nosotros no hemos objetivado alguna asociacion entre los alelos de los dos polimorfismos
estudiados y la ETV. Pensamos que resulta dificil comparar nuestros resultados con los de
éste ultimo trabajo, ya que se han utilizado diferentes técnicas de laboratorio para determinar
el TAFI, asi como para el analisis genémico. Por otro lado, ya hemos comentado que las
diferencias genotipicas y fenotipicas de los sujetos estudiados pueden conllevar una

influencia significativa en el andlisis final de los resultados.

-Polimorfismo Thr325Ile

En los sujetos sanos el genotipo mas frecuente fue el 325Thr/lle (49%) y el menos
frecuente el 325lle/lle (15%). El 36% de los sujetos sanos presentd el genotipo 325Thr/Thr.
La frecuencia alélica lle/Thr resulté de nuevo similar a la registrada en otros trabajos, pese a
la diferencia conocida entre grupos raciales y étnicos®"#"?, La distribucion en los pacientes de
nuestro estudio fué del 10.7% para el genotipo 325lle/lle, 38.2% para el 325Thr/lle y 51.1%
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porcentaje de este genotipo en los pacientes y los controles, eran estadisticamente
significativas (p=0.006) y ofrecian una OR de 2.1 (1.2-3.6). No existia asociacion entre alguno
de los dos alelos de este polimorfismo y el riesgo de ETV. A continuaciéon hemos discutido
los estudios méas interesantes a este respecto, incluyendo los resultados en otras
enfermedades vasculares, para obtener una vision mas global del tema.

233
H

Al igual que para el polimorfismo Alal47Thr, en el estudio HIFMEC y en otro estudio
Japonés®®, no se encontraron diferencias entre los diferentes genotipos del polimorfismo
Thr325lle, tanto en pacientes como en controles. Un estudio realizado en Canad4, presento
la isoforma 325Thr/lle como la mas frecuente en la distribucion del polimorfismo,
demostrando de nuevo la variabilidad genotipica entre individuos de diferente localizacién
geografica’®. Ademas, en este estudio se demostré que el genotipo 325lle/lle presentaba
niveles mas bajos de TAFI y se asociaba a una menor tasa de reestenosis de los catéteres
coronarios percutaneos. En nuestro estudio, el genotipo 325lle/Thr fué el que presentd
niveles mas bajos de TAFI, aunque no existian diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la expresion clinica.

Otro trabajo que también presentd resultados discordantes a los nuestros, fue el de
Morange y cols.”®’, donde no se encontrd asociacion entre el ser portador del polimorfismo
Thr325lle y el riesgo de presentar Cardiopatia Isquémica. Hay que significar que deberiamos
tener cierta precaucion al valorar estos estudios, ya que estamos comparando pacientes con
diferentes patologias.

Leebeek y cols. estudiaron, entre otros pardmetros, la posible relacion entre los diferentes
genotipos del polimorfismo Thr325lle y el riesgo de presentar un primer episodio de isquemia
cerebral aguda en 124 pacientes. De los 3 genotipos estudiados, el 325lle/lle presenté un
aumento del riesgo con una OR de 1.39 (0.62-3.13; 95%CIl)*">. Como se puede observar,
este genotipo (325lle/lle) habia dado resultados diferentes en pacientes con cardiopatia
isquémica®”®, demostrando la gran variabilidad de resultados y siendo dificil extraer
conclusiones definitivas.

En Espafia no existen datos hasta el momento, de la distribucion de los genotipos de los
polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle en pacientes con Enfermedad Tromboembdlica Venosa,
siendo nuestro estudio el primero en analizar este aspecto. Ademas, esta gran diversidad en
cuanto al porcentaje de genotipos estudiados segun los diferentes trabajos y su asociacion o
no a patologia tromboembdlica venosa, pone de manifiesto la necesidad de evaluar mas a
fondo esta relaciébn, mediante trabajos con un numero elevado de sujetos y aplicando

técnicas polimorfismo-independientes como la utilizada en nuestra serie.
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TAFI, y han sido objeto de numerosos estudios valorando su distribucion genotipica, su
importancia como marcadores de riesgo para enfermedades vasculares y/o su posible
relacion con los niveles plasmaticos de TAFI.

Una vez agrupados los pacientes y los controles segun los diferentes genotipos, no hemos
hallado diferencias estadisticamente significativas entre los niveles medios de TAFI de cada

grupo. Este hallazgo fue recientemente corroborado por Frere y cols®?

, al demostrar cierta
“polimorfismo-independencia” en dos técnicas de determinacion de TAFlag. Sin embargo,
otros estudios han relacionado la presencia de ciertas isoformas de algunos polimorfismos,
con niveles elevados de TAFI. Asi, Rendrik y cols. describieron 7 nuevos polimorfismos en
la regién promotora del gen TAFI: -152A/G, -438A/G, -530C/T, -1053C/T, -1102T/G,

-690G/A y -1925T/C, observando que cinco de los siete polimorfismos, estaban localizados
en regiones muy cercanas a lugares de transcripcion de muchos de los factores de la
coagulacion. Algunos polimorfismos fueron relacionados con los niveles de TAFI antigénico,
encontrandose que los niveles de TAFI en plasma fueron mayores en los genotipos 438GG/
-1053CC/-1102GG y -1690AA homocigotos. Ademas, los polimorfismos en las posiciones -
152 y -438 podrian asociarse con un descenso del riesgo de trombosis venosa profunda,
especialmente en personas jovenes. Nuestro trabajo no evaluaba ninguno de estos
polimorfismos, por lo que no pudimos comparar los resultados.

En otra comunicacion, Segev y cols., realizaron un ensayo prospectivo a 159 pacientes
que presentaban cardiopatia isquémica (angina estable), concluyendo que los niveles
antigénicos de TAFI en plasma estaban genéticamente controlados, ya que el genotipo
325lle/lle del polimorfismo Thr325lle del gen del TAFI estaba asociado a niveles de TAFI
antigénico mas disminuidos®®. No hemos observado este resultado en nuestros pacientes, ya
gue nuestra técnica antigénica no mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de TAFI y los diferentes genotipos del polimorfismo Thr325lle. Muchos de los trabajos
publicados en la literatura utilizan técnicas antigénicas que no han demostrado ser
claramente genotipo-independientes, con el consiguiente riesgo de que los resultados puedan
quedar artefactados, como ya explicaban Gils y cols. en su estudio®!. Estas variabilidades
serian debidas a la utilizacion de paneles de anticuerpos, que influenciarian en los resultados
de las técnicas utilizadas, dando falsas determinaciones antigénicas en funcion de la
presencia o no de algin genotipo especifico®.

Otros autores han demostrado, que los niveles circulantes de TAFlag se encontraban
elevados en los polimorfismos: +1542G/A asociado con Alal47Thr, T+1583A o
-23452G/1G. Nuestro estudio tampoco demostré niveles de TAFI significativamente

diferentes segun los diferentes genotipos del polimorfismo Alal47Thr. En otra serie, se
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aumenta la vida media del TAFI de 8 a 15 minutos a 37°C, a pesar del residuo que existe en

la posicion 147. Asi mismo, lle-325 exhibe un efecto antifibrinolitico que es un 60% mas
potente que la variante Thr-325. No hemos podido aplicar estas pruebas que evaltan el nivel
de funcionalidad del TAFI a todos los individuos de nuestra serie, al no disponer de las
técnicas y medios necesarios para su desarrollo, en el momento del estudio. Si que pudimos
estudiar “a posteriori”, a una muestra aleatoria de pacientes y controles, el nivel funcional de
TAFI (Stachrom TAFI®), obteniendo una buena correlacion entre estos niveles funcionales y
los niveles antigénicos (Asserachrom TAFI®).

Otro trabajo que evalta los niveles de TAFI segun diferentes genotipos, fue realizado en
2001 por Mornage y cols., donde intentaron asociar los polimorfismos del TAFI, Alal47Thry
C+1245G y el riesgo de padecer Enfermedad Tromboembolica Venosa en sujetos portadores
del factor V Leiden. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Este
mismo grupo de trabajo estudié los niveles de TAFI en relacidén con sus diferentes genotipos
en pacientes con enfermedad coronaria en varios paises. El genotipo 147Thr/Thr presentd
niveles de TAFI mas elevados, asi como los genotipos 325Thr/Thr, 2599CC, 438GG, 1542CC
y 1583AA. El andlisis de haplotipos reveld que los portadores del alelo Thr147 asociaban un
mayor riesgo de enfermedad coronaria en Francia mientras que no ocurria lo mismo en el
Norte de Irlanda®®’. De nuevo, nuestros resultados fueron completamente diferentes al no
demostrar que habia isoformas en nuestros sujetos (tanto pacientes como controles), que se
asociaban con niveles elevados de TAFI.

En el trabajo de Frere y cols., se determinaron los niveles de TAFI mediante varias
técnicas (antigénicas y funcionales) en sujetos sanos y en sujetos con enfermedad coronaria
cardiaca. Se puso de manifiesto la relacion entre los niveles medios de TAFI plasmatico y
diferentes polimorfismos de esta proteina utilizando varias técnicas antigénicas. En los
polimorfismos Alal47Thr y Thr325lle se encontraron diferencias significativas en cuanto a los
niveles de TAFI, siendo los genotipos Thr/Thrl47 y Thr/Thr325 los que presentaron niveles
mas elevados de TAFI plasmatico®®. También se demostré en este estudio la “polimorfismo-
independencia” de dos técnicas (“STA-Stachrom TAFI"y “1B1/P4C2") a la hora de determinar
los niveles de TAFI, una vez determinado el andlisis haplotipico de los polimorfismos
estudiados.

Los niveles de TAFI para todos los genotipos estudiados (polimorfismos -438, Alal47Thr y
Thr325lle), mostraban diferencias estadisticamente significativas en el trabajo de Martini y
cols®®. Los genotipos 325Thr/Thr y el 147Thr/Thr, presentaron niveles de TAFI mas elevados
en pacientes con trombosis venosa profunda. Estos datos, tampoco coincidian con los de

nuestra serie, que no mostrd diferencias entre los niveles de TAFI de ambos polimorfismos.
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tanto en los pacientes como en los controles. Una de las técnicas utilizadas en este caso, fue

la aplicada en nuestra serie (Asserachrom TAFI®).

V.C Niveles plasmaticos de TAFI y factores de riesgo clinicos

En relacion a los estudios en ETV, Eichinger y cols. no encontraron diferencias en cuanto
a los niveles de TAFI y el sexo o la edad de los pacientes®”’. En otra comunicacion,
Schroeder y cols. concluyeron que la edad y el sexo no influenciaban en los niveles de TAFI
plasmético®®’. Los andlisis del riesgo asociado a la edad mostraron que mientras no hay un
incremento significativo de TAFI relacionado con la edad en los hombres, este si se
encuentra en mujeres en el estudio de van Tilburg y cols.?*®.

Un interesante trabajo realizado en nuestro pais por Santamaria y cols. (basado en
pacientes que habian presentado enfermedad isquémica cerebral), no encontré diferencias
en cuanto a los niveles de TAFI y los grupos de edad estudiados, sexo, hipertension, habito
tabaquico, ingesta de alcohol, diabetes mellitus, obesidad o dislipemia®®. Este mismo grupo
de trabajo estudio la posible relacion entre los principales factores de riesgo cardiovasculares
y los niveles de TAFIf en la poblacién espafiola. Tan s6lo en mujeres jévenes se encontraron
niveles de TAFI inferiores a las mujeres de mayor edad. Ningun factor cardiovascular de
riesgo mostro influencia significativa sobre los niveles de TAFIf?",

En otra serie que relacionaba los niveles de TAFI en pacientes con “angor pectoris”
estable, el nivel medio de estos fue del 100%, no existiendo diferencias significativas en
cuanto a la edad, diabetes mellitus, hipertensién o antecedente de infarto de los paciente3273.

En el estudio PRIME, los niveles de TAFI plasmatico de pacientes y controles se
correlacionaron débilmente con los niveles de colesterol y triglicéridos. No hubo asociacion
entre las concentraciones de TAFI y la edad, sexo, hipertension, diabetes o la condicién de
ser fumador®®’. Sin embargo, en el trabajo llevado a cabo por el grupo HIFMECH, la
concentracion de TAFI no se correlaciond con los factores de riesgo como la edad, sexo,
colesterol, triglicéridos, tensién arterial o fibrindgeno, en todos los individuos del estudio. Si
que se encontrd correlacion entre los niveles de TAFI y los niveles de PAI-17",

No existen en Espafia datos acerca de la asociacion entre factores de riesgo
cardiovascualres y niveles de TAFI en pacientes con enfermedad tromboembdlica venosa,
siendo nuestro estudio el primero en valorar dicha asociacién. En cuanto a la edad y sexo,
nuestros resultados coinciden de manera clara con los resultados publicados en la literatura

mas reciente?!"?18

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
medios de TAFlag en varones y mujeres, tanto en los pacientes como en los controles;

aunque si se observé una tendencia en el limite de la significacion estadistica en los
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algun autor, pero en mujeres afosas, dato que no ha sido confirmado en nuestro estudio ni
en la mayoria de los estudios recientes, donde se objetiva la no influencia de los niveles de
TAFlag sobre la edad o sexo de los pacientes®®. El estudio de los niveles medios de TAFlag
segun diferentes grupos de edad (18-40, 41-65 y 66-80 afios) no mostrd diferencias
significativas en los pacientes ni en los sujetos sanos, existiendo una discreta tendencia a
valores de TAFI mas elevados con el aumento de edad en los pacientes, que también ha sido
reflejada en algunos trabajos, sin llegar a ser estadisticamente significativa™®.

A cerca de otros factores de riesgo vasculares estudiados en nuestra serie (obesidad, toma
de anticonceptivos, diabetes mellitus tipo 2, hipercolesterolemia y el hébito tabaquico),
ninguno se asociod con niveles elevados de TAFI en los pacientes. Estos resultados coinciden
con los obtenidos en los diferentes estudios realizados en pacientes con enfermedad
tromboembdlica venosa, comentados anteriormente. Sin embargo, en nuestros sujetos
controles, si que se encontraron valores significativamente mas elevados de TAFI en los
sujetos que presentaban obesidad (p<0.05) y/o hipercolesterolemia (p<0.02). Esta
asociacion, si que se ha visto reflejada en algunos estudios pudiendo ser un campo de

investigacion interesante®%%'4#?">  Asj|

Aubert y cols. valoraron los niveles de TAFI en
sujetos con sindrome de resistencia a la insulina. En los pacientes se hicieron dos grupos,
uno de sujetos obesos, y el otro de sujetos con un indice de masa corporal dentro de los
limites de la normalidad. Los sujetos obesos presentaron niveles de TAFI mas elevados que
los sujetos con normopeso. En este trabajo, el indice de masa corporal y la dislipemia
presentaron correlacion positiva con los niveles de TAFlag®™®. Puccetti y cols., también
presentaron un trabajo que relacionaba la presencia de niveles elevados de TAFI funcional en
pacientes con hipercolesterolemia. Siguiendo con este factor de riesgo, en el “XIX congreso
internacional del ISTH”, se presentd una comunicacion en la cual se estudiaban a 50 mujeres
obesas y 50 mujeres sanas pareadas por edad y sexo. La concentracién de TAFI fue medida
por el “Kit ELISA Immunoclone TAFI®. Los niveles medios de TAFI fueron normales en
ambos grupos de sujetos, pero resultaron ser mas elevados en el grupo de pacientes obesas,
con una significacion de p<0.0001%".

Finalmente, con respecto a la asociacion entre la diabetes, la toma de anticonceptivos
orales y los niveles de TAFlag, no hemos encontrado relacion alguna en nuestra serie. Frente
a estos datos, Yoshimasa y cols. objetivaron un aumento de los niveles de TAFI plasmatico
en relacion a la hipercolesterolemia diagnosticada en 132 pacientes con diabetes mellitus tipo
2. Otro trabajo, también evalud los niveles de TAFI (TAFI-EIA Kit®) en pacientes diabéticos
tipo 2, encontrando unos niveles de 139.1% frente a 99.2% en los controles. La diferencia fue

estadisticamente significativa. Hubo correlacion significativa entre los niveles de TAFI en
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ag en 30 pacientes con preeclampsia y 30 mujeres sanas embarazadas. La media del TAFlag
en pacientes con preeclampsia fue de 12.55+/-1.88 pg/ml, mientras que las mujeres
embarazadas sanas presentaban unos niveles de 12.29+/-3.0 ug/ml. No fue encontrada entre
ambos grupos una diferencia estadisticamente significativa. Otra serie, relacionaba la
presencia de anticonceptivos de segunda y tercera generacion con el aumento de los niveles
de TAFI en 35 mujeres portadoras del Factor V Leiden en comparacion con un grupo control
de 51 mujeres sanas®’’. Los niveles de TAFI y de dimero-D fueron significativamente mas
elevados en las mujeres que tomaron ACO. Esta elevacion de los niveles del TAFI, parecia
ser “estrogeno-dependiente” (a mayor cantidad de estrégenos, mayor elevacion del TAFI).

No hemos incluido pacientes embarazadas en nuestro estudio para evitar posibles sesgos,
por lo que no pudimos establecer ninguna asociacion entre el embarazo y los niveles de
TAFIL.

V.D Niveles plasmaticos de TAFIl y factores de riesgo genético: FVL y PT20210A

Se ha descrito en algunos trabajos el papel del TAFI en el mecanismo fisiopatolégico de
dos mutaciones protrombéticas (el polimorfismo PT20210A del gen de la protrombina y la
mutacion FV R506Q (FVL)), que estan presentes en algunos pacientes con ETV. Se sugiere
qgue, al ser el TAFI un importante nexo de unién entre la coagulacién y la fibrinolisis, un
aumento de sus niveles podria justificar parte de la compleja etiopatogenia de estos
pacientes?’#°,

En el estudio realizado en pacientes con trombosis venosa profunda, Van Tilburg y cols.
concluyen que, tras ajustar los resultados con diferentes variables, los niveles elevados de
TAFI no se asocian a un aumento del riesgo de desarrollar trombosis venosa profunda en
pacientes que eran portadores del FVL?'®. Rendrik y cols. estudiaron en 388 sujetos sanos 'y
388 pacientes con antecedentes de TVP, varios polimorfismos del TAFI (-152 A/G, -438 A/G,
-530 C/T, -1053 C/T, -1102 T/G, -690G/A y —1925 T/C). El factor V Leiden estaba presente en
el 10.6% de los pacientes y en el 2.3% de los controles’. La mutacién 20210A del gen de la
protrombina fue hallada en el 7% de los pacientes y en el 1.3% de los controles. En este
trabajo no se compararon los niveles de TAFI entre los pacientes portadores del FVL y/o
PT20210A y los que no presentaban dichas mutaciones.

Nuestro estudio mostré unos resultados muy similares al estudio de Van Tilburg y cols., al
no encontrar asociaciones estadisticamente significativas entre los niveles de TAFI y el ser o
no portador de las mutaciones FVL y PT20210A, tanto en pacientes como en controles. No
obstante, si que hemos observado que los pacientes con mutacion Factor V Leiden

(heterocigotos) presentaron niveles de TAFI mas elevados que los que no eran portadores de
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TAFI en estos pacientes, nos parece un aspecto interesante a desarrollar en futuras lineas de
investigacion.

En cuanto a la relacion existente entre los polimorfismos del TAFI y la presencia de
trombosis, en familias portadoras de las mutaciones PT20210A y/o FVL, no se han descrito
estudios concluyentes que demuestren asociaciones significativas. Henry y cols. han
evaluado la posible asociacién de dos polimorfismos del TAFI (Alal47Thr y C+1542G) vy el
riesgo de trombosis venosa en individuos portadores del Factor V Leiden en su forma
heterocigota. Tras analizar los resultados, se concluyé que los polimorfismos del TAFI
Alal47Thr y C+1245G no se asociaban con un mayor riesgo de padecer trombosis venosa
profunda®*.

Por tanto, finalmente nuestros resultados confirman la no asociacién entre los niveles
medios de TAFlag y las mutaciones PT20210A o Factor V Leiden (tanto en pacientes con
ETV, como en sujetos sanos). Aun asi, pensamos que sigue existiendo muy poca bibliografia

al respecto, no pudiendo elaborarse conclusiones definitivas por el momento.

V.E Correlacién entre los niveles plasmaticos de TAFly el dimero-D

Recientemente, se ha estudiado el efecto que posee “in vitro” el TAFI sobre el dimero-D en
su forma no covalente ((DD)E), y por lo tanto, sobre la degradacion del mismo en sus
fragmentos E + DD. En este trabajo, se ha puesto de manifiesto que el TAFla produce una
reduccion del 96%, en la capacidad de estimular al t-PA para que actue sobre el (DD)E) y
desfragmentarlo en los fragmentos E + DD. Por lo tanto, una de las conclusiones es que,
entre las propiedades antifibrinoliticas del TAFla, se incluirian la estabilizacion del coagulo
mediante la prevencion de la degradacion del ((DD)E) hacia DD y fragmento E*’®. Son muy
escasos los estudios clinicos que han relacionado los niveles medios plasmaticos de TAFI y
los niveles de dimero-D, tanto en enfermos con patologia tromboembdélica venosa como en
sujetos sanos.

Schroeder y cols. observaron en su estudio, que los pacientes con tromboembolismo
pulmonar masivo, presentaban niveles elevados de TAFI con una asociacion
estadisticamente significativa; y ademds, tenian niveles de dimero-D inversamente
correlacionados (con los valores del TAFI). Los autores sugerian, que estos datos orientaban

a que los pacientes presentaban una fibrinolisis alterada (disminuida)®*

. En otro estudio,
Yukata y cols. investigaron varios parametros de fibrinolisis en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, y observaron que existia una correlacion inversa (r= -0.16) entre los niveles de
TAFI plasmético y la determinacion del dimero-D, aunque no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas®®. Watanabe y cols. realizaron un trabajo donde se
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Unlimited Pages a también se encontré una correlacion negativa entre el

TAFI y los niveles de dimero-D*"®.

Sin embargo, Chabloz y cols. no objetivaron ninguna correlacion entre los niveles de TAFI
de mujeres embarazadas y la determinacion del dimero-D**. Otro estudio reciente, investigo
las situaciones de hipercoagulabilidad en relacion con la enfermedad inflamatoria intestinal.
En este trabajo, los niveles de TAFI en estos pacientes fueron significativamente superiores
que en los controles. No obstante, no se encontré correlacion alguna entre los niveles de
TAFI y los niveles de dimero-D*®.

En nuestro estudio, hemos evaluado la posible correlacion del dimero-D sobre el TAFlag
plasmatico, tanto en pacientes como en los sujetos controles, no observandose correlacion
significativa en ninguno de los grupos mencionados, aunque se observe una minima
correlacion positiva. Estos resultados ponen de nuevo la evidencia de que se necesitan mas
estudios controlados y aleatorizados en pacientes que presenten ETV, para evaluar
definitivamente el papel de esta proteina sobre los niveles de TAFI plasmatico. Asi mismo,
pensamos que el valor bioldgico del TAFlag, dimero-D, PAl y el resto de proteinas que
forman parte de la fibrinolisis plasmatica, podria ser muy Gtil en el estudio y evaluaciéon de la
recurrencia de la ETV, por lo que seria necesario tenerlo en consideracion en futuras lineas

de estudio.
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1. Los niveles elevados de TAFI antigénico plasmatico constituyen un marcador de riesgo de
ETV.

2. Los niveles medios de TAFlag no estan influenciados por los polimorfismos genéticos
Alal47Thr y Thr325lle. Ningun genotipo perteneciente al polimorfismo Alal47Thr se
comporta como marcador de riesgo para el desarrollo de ETV. La presencia del genotipo

325Thr/Thr (polimorfismo Thr325Ile) constituye un marcador de riesgo de ETV.

3. En nuestra serie, los pacientes con ETV que son portadores de las mutaciones PT20210A
y/o FVL, no presentan niveles medios de TAFlag plasmatico superiores a los pacientes que

no lo son.

4. En los pacientes, no hemos observado variaciones del TAFlag en funcién de los factores
de riesgo clinico estudiados (edad, sexo, obesidad, toma de anticonceptivos orales, diabetes
mellitus y/o hipercolesterolemia). En los sujetos sanos, la obesidad y la hipercolesterolemia

si que aumentan los niveles medios de TAFlag plasmatico.

5. Los niveles plasmaticos de dimero-D y de TAFlag no muestran correlacion significativa,

tanto en pacientes como en SUjGtOS sanos.

6. Nuestros resultados evidencian la importancia que tienen ciertos marcadores biolégicos de
reciente aparicion, como es el caso del TAFI, en el desarrollo de ETV; siendo la identificacion
de estos marcadores en pacientes con ETV recurrente, una interesante linea de

investigacion.
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aa: Aminoacidos.

AAF: Anticuerpos antifosfolipidos.

ACA: Anticuerpo anticardiolipina.

ACO: Anticoagulantes orales.

Ag: Antigénico.

ANO: Anovulatorios/Anticonceptivos Orales.
AL: Anticoagulante lupico.

AT-11l: Antitrombina lIl.

CBS: Cistationina B-sintetasa.

CBP: Carboxipeptidasa.

CID: Coagulacién intravascular diseminada.
Cols.: Colaboradores.

CPU: Carboxipeptidasa U.

DD: Dimero-d.

DM: Diabetes Mellitus.

EACA: Acido épsilon aminocaproico.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EFG: Factor de crecimiento epidérmico.
EP: Embolismo pulmonar.

ETV: Enfermedad tromboembdlica venosa.
FT: Factor tisular.

FVa = FVL = FVLeiden: Factor V Leiden.
GP: Glicoproteina.

HBPM: Heparina de bajo peso molecular.
HCL: Hipercolesterolemia.

HTA: Hipertension arterial.

IC: Intervalo de confianza.

IMC: Indice de masa corporal.

INR: International Normality Rate.

IVC: Insuficiencia venosa cronica.

kD: Kilodaltons.

Kg/m2: Kilogramos por metro cuadrado.
LES: Lupus eritematoso sistémico.

mag/dl: Miligramos por decilitro.
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MTHFR: Metilen-tetrahidro-folato-reductasa.

Mut: Mutado.

ng/ml: Nanogramos por mililitro.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OR: Odds Ratio.

PAI: Inhibidor del activador de la plasmina.

PC: Proteina C.

PCA: Proteina C activada.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

pdb: Pares de bases.

PDF: Productos de degradacion de la fibrina.

PI: Plasmindgeno.

pl: Plasmina.

PS: Proteina S.

PT 20210 A: Protrombina 20210 A.

RPCA: Resistencia a la proteina C activada.

RR: Riesgo relativo.

SAF: Sindrome antifosfolipido.

Scu-PA: Prourocinasa.

SPT: Sindrome postrombdtico.

T2 Temperatura.

TAC: Tomografia axial computerizada.

TAFI: Inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina.
TAFla: Inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina, activado.
TAFIf: Inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina, funcional.
Tcu-PA: Urocinasa.

TEP: Tromboembolismo pulmonar.

TF: Factor tisular.

THS: Terapia hormonal sustitutiva.

TM: Trombomodulina.

TR: Trombina.

t-PA: Activador tisular del plasmin6geno.

TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada.
TVC: Trombosis venosa cerebral.

TVM: Trombosis mesentérica.

-121 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Click Here to upg
Unlimited Pages ¢

: Your complimentary

— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.
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WT: “Wild type”.

pg/ml: Microgramos por mililitro.

VIII.B INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

TABLAS

Tabla 1. Componentes del sistema fibrinolitico.

Tabla 2. Cuestionario epidemioldgico.

Tabla 3. Frecuencias absolutas y relativas de los factores de riesgo adquiridos asociados a

ETV en los pacientes.

Tabla 4. Asociacion de la presencia de niveles elevados de TAFI sobre el riesgo de padecer

ETV.

Tabla 5. Niveles medios de TAFI en pacientes y controles.

Tabla 6.

Niveles medios de TAFI en pacientes segin las diferentes isoformas del

polimorfismo Alal47Thr.

Tabla 7.

Niveles medios de TAFI en pacientes segun las diferentes isoformas del

polimorfismo Thr325Ile.

Tabla 8.

Niveles medios de TAFI en controles segun las diferentes isoformas del

polimorfismo Alal47Thr.

Tabla 9.

Niveles medios de TAFI en controles segun las diferentes isoformas del

polimorfismo Thr325Ile.

Tabla 10.
Tabla 11.
Tabla 12.
Tabla 13.
Tabla 14.
Tabla 15.
Tabla 16.
Tabla 17.
Tabla 18.
Tabla 19.
Tabla 20.
Tabla 21.

Asociacion del FVLeiden con los niveles de TAFI medios en pacientes.
Asociacion del FVLeiden con los niveles de TAFI medios en controles.
Asociacion de la PT20210A con los niveles de TAFI medios en pacientes.
Asociacion de la PT20210A con los niveles de TAFI medios en controles.
Influencia del sexo sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.
Influencia del sexo sobre los niveles medios de TAFI en controles.
Influencia de la edad sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.
Influencia de la edad sobre los niveles medios de TAFI en controles.
Influencia del tabaco sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.
Influencia del tabaco sobre los niveles medios de TAFI en controles.
Influencia de la obesidad sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Influencia de la obesidad sobre los niveles medios de TAFI en controles.

-122 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.

B 3 CO m p I ete Thank you for using

; PDF Complete.

Click Here to upg

Unlimited Pages

e anovulatorios sobre los niveles medios de TAFI en

Tabla 23. Influencia de la toma de anovulatorios sobre los niveles medios de TAFI en
controles.

Tabla 24. Influencia de la DM tipo 2 sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Tabla 25. Influencia de la DM tipo 2 sobre los niveles medios de TAFI en controles.

Tabla 26. Influencia de la hipercolesterolemia sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.
Tabla 27. Influencia de la hipercolesterolemia sobre los niveles medios de TAFI en controles.
Tabla 28. Asociacion de los genotipos del polimorfismo Alal47Thr con el riesgo de padecer
ETV.

Tabla 29. Asociacion de los genotipos del polimorfismo Thr325lle con el riesgo de padecer
ETV.

FIGURAS

Figura 1. Esquema de la trombofilia como ejemplo de enfermedad multifactorial.

Figura 2. Estudios de laboratorio para el diagnostico de la trombofilia congénita.

Figura 3. Activacion e inhibicion del sistema fibrinolitico.

Figura 4. Formacion, polimerizacion y degradacion de la fibrina (extraido de “Wikipedia web-
encyclopedia”).

Figura 5. Representacion de la estructura de TAFI activado dilucidada por modelado
Molecular (extraida del Brookhaven Protein Data Bank).

Figura 6. Representacion de los principales dominios del TAFI (extraido de “Haematologic
Technologies, Inc”. 57 River Road Essex Junction, VT. USA).

Figura 7. Activacion del TAFI por el complejo trombina-trombomodulina.

Figura 8. Localizacion gendémica del TAFI (extraido de “GeneCards Homepage”. Weizmann
Institute of Science).

Figura 9. El TAFIl y el sistema de la fibrinolisis.

Figura 10. Papel del TAFI en el modelo de coagulacion revisado.

Figura 11. Papel de la trombomodulina en la acivaciéon del TAFI. Nexo de unién entre la
coagulacion y la fibrinolisis (extraido de la revista: Chest 2003;124;33-39).

Figura 12. Representacion del area de salud n°19 de la Comunidad Valenciana.

Figura 13. Principio de la técnica de determinacién de los polimorfismos genéticos del

TAFI.

Figura 14. Frecuencias para la edad media de los pacientes.

Figura 15. Distribucion de los pacientes por sexos.

Figura 16. Localizacion de la trombosis venosa.

-123 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://www.genecards.org/index.shtml

: Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

Cllck Here to upc ETV.

a}
.

Figura 19. Frecuencias para los niveles medios de TAFI en pacientes.

Figura 20. Frecuencia del FVLeiden en los pacientes y controles.

Figura 21. Frecuencia de la PT20210A en los pacientes y controles.

Figura 22. Frecuencia (%) de los genotipos del polimorfismo Alal47Thr en los pacientes.
Figura 23. Frecuencia (%) de los genotipos del polimorfismo Alal47Thr en los controles.
Figura 24. Frecuencia (%) de los genotipos del polimorfismo Thr325lle en los pacientes.
Figura 25. Frecuencia (%) de los genotipos del polimorfismo Thr325lle en los controles.
Figura 26. Distribucion de los percentiles de los niveles de TAFI en sujetos sanos.

Figura 27. Niveles elevados de TAFI en pacientes y controles.

Figura 28. Niveles medios de TAFI en pacientes y controles.

Figura 29. Niveles medios de TAFI en pacientes segun las diferentes isoformas del
polimorfismo Alal47Thr.

Figura 30. Niveles medios de TAFI en pacientes segun las diferentes isoformas del
polimorfismo Thr325lle.

Figura 31. Niveles medios de TAFI en controles segun las diferentes isoformas del
polimorfismo Alal47Thr.

Figura 32. Niveles medios de TAFI en controles segun las diferentes isoformas del
polimorfismo Thr325lle.

Figura 33. Asociacion del FVLeiden con los niveles de TAFI medios en pacientes.

Figura 34. Asociacion del FVLeiden con los niveles de TAFI medios en controles.

Figura 35. Asociacion de la PT20210A con los niveles de TAFI medios en pacientes.

Figura 36. Asociacion de la PT20210A con los niveles de TAFI medios en controles.

Figura 37. Influencia del sexo sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Figura 38. Influencia del sexo sobre los niveles medios de TAFI en controles.

Figura 39. Influencia de la edad sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Figura 40. Influencia de la edad sobre los niveles medios de TAFI en controles.

Figura 41. Influencia del tabaco sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Figura 42. Influencia del tabaco sobre los niveles medios de TAFI en controles.

Figura 43. Influencia de la obesidad sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

Figura 44. Influencia de la obesidad sobre los niveles medios de TAFI en controles.

Figura 45. Influencia de la toma de anovulatorios sobre los niveles medios de TAFI en
pacientes.

Figura 46. Influencia de la toma de anovulatorios sobre los niveles medios de TAFI en
controles.

Figura 47. Influencia de la DM tipo 2 sobre los niveles medios de TAFI en pacientes.

-124 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.
Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrade to sobre los niveles medios de TAFI en controles.
Unlimited Pages and EXp colesterolemia sobre los niveles medios de TAFI en

pacientes.

Figura 50. Influencia de la hipercolesterolemia sobre los niveles medios de TAFI en
controles.

Figura 51. Correlacion entre el dimero-d y el TAFI en los pacientes.

Figura 52. Correlacion entre el dimero-d y el TAFI en los controles.

- 125 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

_ use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

DMUNICACIONES A CONGRESOS

Click Here to upgrade tc

Unlimited Pages and Ex

1. Verda J, Marco P, Benlloch S, Sanchez J, Lucas J. Thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor (TAFI) polymorphisms and plasma TAFI levels measured with an ELISA
insensitive to isoforms in patients with venous thromboembolic disease (VTD). Thromb
Haemost 2006, 95: 585-6.

Letters to the Editor

Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFl) polymorphisms and plasma TAFI levels measured
with an ELISA insensitive to isoforms in patients with venous thromboembolic disease (VTD)

Dear Sir;

We read with great interest a recent publication by Frere, etal. (1)
where the authors compare three different antigenic assays for
TAFI quantification in plasma and its relationship with TAFI
gene polymorphisms.

The clinical role of thrombin activatable fibrinolysis in-
hibitor (TAFT), a carboxypeptidase-B like proenzyvme, remains
elusive and still needs to be clearly defined. Investigations have
been complicated by the lack of good functional assays and the
variability of the results obtained with antigenic assays (relating
tothe specificity of the antibodies used in assays with the differ-
ent polymorphic forms of TAFI). Several studies have re-
searched the genotype-dependent variation of TAFI and have
shown discrepancies in different ELISA assays (2-4).

Recent reports suggest that variations in TAFI levels can be
associated with cardiovascular diseases, stroke and VTD. High
plasma levels of TAFT have been reported in coronary artery dis-
ease, stroke and venous thromboembolism, and these findings
were found to be influenced by TAFI gene polymorphisms (5,
S—10). Our aim was to evaluate an ELISA assay, which shows no
variability of antigen TAF] levels depending on the genctype, in
healthy subjects.
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Patients and methods

For this purpose, between December 2002 and February 2004,
we included a Spanish population (122 subjects) in a case-con-
trol study to determine plasma levels of TAF] and its relationship
with two of its genotypic variations (Alal47Thr and Thr325Ile
polymorphisms). Sixty consecutive patients, aged between 18
and 80 years, affected with objectively documented sympto-
matic ¥VTD of the lower limbs and/or pulmoenary embolism and
62 controls, alsoaged between 18 and 80 vears, were matched for
sex and age. To be eligible as controls, subjects had to be free of
manifest or previous venous thromboembolic or arterial disease.
Written informed consent was obtained from all participating
subjects. All subjects were Caucasian. DVT, either distal or
proximal, had to be confirmed by duplex ultrasonography. Diag-
nosis of PE was based on a positive helicoidal CT scan, a positive
angicgraphy, or a high probability ventilation/perfusion lung
scan along with a high elinical probability. TAFI plasma levels
were determined by a new polymorphism-independent ELISA
assay (“Asserachrom TAFI®, Diagnostica Stago, Genevilliers,
France), using a new panel of antibodies {anti- TAFI 1bl and
T4E2), Genotypic determination of Alal47Thr and Thr325lle
polymorphisms was performed by polymerase chain reaction
{PCR) and restriction. Statistical analysis was made using SPSS
program (v.1 1.0). A p value < 0.05 was considered as significant.

Results

Table | shows the results of plasma TAFI levels in patients, de-
pending on the genotype. Plasma TAFI levels were higher in Thr/
Thr 147 genotipe carriers {p=0.03).

Table 2 shows the value of plasma TAFT levels in controls, de-
pending on the genotype. No significant differences were ob-
served between all genotypes studied (p=0.2).

Moreover, in patients, TAFI levels above the 90* percentile
of the controls (>10.9 pg/ml) increased the risk for VDT 4-fold
compared with TAFI levels below the 90% percentile (OR=4.0;
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05%, Confidence Interval {CI); 1.4-10.9). Adjustmem for con-
ventional risk DVT factors (obesity, smoking, hipercholesterale-
mia, sex , age and use of oral anticonceptives ) did not modify our
results in both patients and controls,

Discussion

Most of the presently commercially available antigen assays
seemed to be partially dependent on different genotvpes, indicat-
ing that previous data showing an association between certain
genotypes and apparently higher antigen levels are the con-
secueno: of differential immunological reactivities of the iso-
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To the Editor:

Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) is a procarboxipeptidase B (proCBP) that is rapidly
activated by the thrombin-thrombomodulin complex. ProCBP is transformed into the active enzyme,
activated TAFI (TAFla), by thrombin produced during blood coagulation. TAFla down-regulates
fibrinolysis by removing C-terminal lysine residues from fibrin, and consequently, reduced plasmin
production. It has been shown that high plasma antigen (ag) levels of TAFI could be a risk factor for
venous thrombosis disease (VTD), ischemic heart disease (IHD) and ischemic stroke (1S)™*.
Numerous single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the human gene encoding TAFI have been
identified. These SNPs are located in the 5°-franking region, the protein coding regions and in the
region encoding the 3"-untranslated region of the mRNA. Only a few studies have investigated the
role of the TAFI gene SNPs in VTD. Recently, RY.L Zee and cols. reported a case-control
controlled trial in which no evidence for an association between six TAFI SNPs and the risk of VDT
was observed®. Other SNPs (-438G>A, +1542C>G and -152A>G, -530C>T, -1925T>C and -
1690A>A) have been identified as risk factors for VTD, although the results obtained are still
controversial and a clear documentation of this association has not always been established®.

We evaluated the contribution of two polymorphism, Ala147Thr (rs n® 3742264A>G) and Thr325lle
(rs n® 2296642C>T), to the risk of DVT using a case-control study with prospective inclusion of the
participants. The study was carried out in a Spanish Mediterranean area, in the city of Alicante. The
population examined in this study consisted of 131 patients admitted to the Universitary General
Hospital of Alicante between January 2002 and December 2005 and 100 age-and-sex matched
healthy subjects of the same race and without a history of VDT. Diagnosis of deep venous
thrombosis (DVT) was confirmed by a positive report of venous doppler ultrasound or venography,
whereas the diagnosis of pulmonary embolism (PE) was confirmed in the presence of either a
positive angio-computed tomography or a ventilation/perfusion pulmonary gammagraphy.
Genotyping for TAFI polymorphisms was performed by using allele-specific polymerase- chain-
reactions (PCR). In the case of Thr325lle polymorphism PCR was follwed by “Spe1-A/CTAGT"
restriction digestion. Allele frequencies were estimated by gene counting. Departure from Hardy—
Weinberg equilibrium was tested separately in cases and controls and in each population by a chi-
square test with one degree of freedom. Determination of antigenic TAFI (TAFlag) was performed
using a new commercially available ELISA (TAFI-1B1; Diagnostica Stago, Asniéres, France) which
has been previously shown to be insensitive to TAFI polymorphisms isoforms®. All analyses were
performed according to the SPSS 11.0 software. The significance of the differences of observed
alleles and genotypes between groups was tested using the X2 analysis. ORs and 95% Cls were
calculated. For all multivariate analyses, the data were adjusted for potential confounding
thrombotic variables, such as age,sex, smoking habit, diabetes or body mass index. Statistical
significance was taken at p<0.05.

In our present study, no difference was observed in Ala147Thr and Thr325lle alleles distribution in
subjects with VTD (147Ala/Thr: 0.59/0.41; 325lle/Thr: 0.30/0.70) compared to controls (147Ala/Thr:
0.61/0.39; 325lle/Thr:0.27/0.73), and there were no association between these alleles and TAFlag
levels in all subjects. Table1 shows the genotype distribution of two polymorphisms. In our study we
have founded a higher frequency of 325Thr/Thr genotype in subjects with VTD than in controls
(OR:2.1, Cl:1.3-3.7; p=0.006). When looking at the TAFlag levels, no difference was observed
between the two groups of individuals and Ala147Thr (p=0.291) or Thr325lle(p=0.279) genotypes.

Little is know globally about the frequency of polymorphisms in the TAFI gene in patients diagnosed
of DVT. Recently, C.H.Martini et al, reported that carriers of the 147Ala allele (polymorphism
Ala147Thr) which is associated with lower TAFI antigen levels than 147Thr allele, showed an
increased risk of VTD. In another study performed in heterozygous Factor V Leiden carriers (n=313)
from 220 unrelated families diagnosed in 1995-1998, the Ala147Thr alleles frequencies were not
significantly different between individuals with or without Venous Thrombosis (VT). In addition, the
genotype distribution of the Ala147Thr polymorphism was no different between individuals with or
without VTD. In accordance with these findings, R.Y.L Zee et al have founded no evidence for an
association of six TAFI gene polymorphisms (rs n®3742266A>G, Thr325lle, rs n°1548325C>T, rs
n°7989892T>C, rs n®1926447C>T and rs n°1049669G>A) and the risk of VTD. Conversely, in our
study, we have founded that the 325Thr/Thr genotype of the Thr325lle polymorphism was
associated with increased risk of VTD. Furthermore, we found no statistically significant association
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between the genotypes of Ala147Thr polymorphism and VTD risk. To our knowledge, our study is
the first to show an association between the 325Thr/Thr genotype and the risk for VTD.

In conclusion, our data suggest that 325Thr/Thr genotype might be a possible risk factor for VTD.
However, more studies on the relationship between the genetic polymorphisms of the TAFI gene
and VTD are warranted.

Patients Controls *p **OR
(1=131) (1=100) (95%CT)
Distribution of genotypes of
Alal47Thr polymorphism
Thr147Thr 24 (18%) 20 (20%)
-Ala147Thr 66 (51%) 58 (58%) 0287 .
-Ala147Ala 41 (31%) 22 (22%)
Distribution of genotypes of
Thr3251le polymorphism
Tle325Tle 14 (10%) 16 (16%)
Thr3251le 50 (39%) 51(51%) 0.006 21
Thr325Thr 67 (51%) 33 (33%) (1.3-3.7)

Table1. Distribution of Ala147Thr and Thr325lle TAFI polymorphisms in patients and

controls. *p value was considered statistically significant when p<0.005- **OR were obtained from the x
test and adjusted for DVT risk factors.
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El TAFI antigénico no s encuentra
elevado en pacientes con enfermedad
tromboembdlica venosa portadores
de las mutaciones factor ¥ Leiden

o protrombing 202104

Sr. Editor: La enfermedad frombcemballca ve-
nosa (ETV) es un proceso grave v potenclal-
merte mortal, que 52 u:amcterlzagpur la apari-
clén de un trombs formado en el Interior del
sktema venceo profundo, que pusde crecer,
fragmentarse v llegar al pulman ocando
una emballa pulrmonar. consklera que la
trombosls vencsa profunda v la embdia pul-
menar son 2 mantfestaciones de b misma an-
fermedad, a la que llamamcs ETV . Esta es el
resultado del efects comblinado de la expre-
skn de clertce genes vy factores de rfesgo ad-
uirides. Las mutaciones del factor V' Lelden
LWy de la prtombing 202104
(PT202104) son 2 de los factores de resgo
]genétcu:u que mas 52 han estudiado en la pato-
cgra de orgen trombatico®®. Reclentements
=& ha descrito una proterna que partkclpa enel
sktema de la fibrindlsls y cuya elevacion plas-
matica ha demostrado ser un factor de resgo
par la ETV y su recurrencla. Esta proterna se
llarna TAF| (de thrombin-activasble #binoly-
=i5 it Bitar, Inhibldor de la florrslisk activado
por trombinal¥. Ademas =8 ha descrito en al-
gunos trabajos el papel del TAF] en el meca-
nkmo flaopatolgico da ks mutaclones FYL
PT202 104, de tal modo que los ttuks aleva-
dos de dicha proteina podman contribuir al
mecankmo pritrombatico de estas alteracko-
nes gendticse®". Muestro objetthva ha sldo
cuantificar las concentraciones de TAF ant-
genko (TAFlagy en paclentes con ETV que
adermeds son portadores de las mutaclones FYL
y PT202104, v compararkas con ls de perso-
nas sin dichas mutaclones.

Se disand un estudio de casas ¥ confroles que inclu-
yoa 131 pacientes con ETV, con edades comprendi-
das entre 18 y 80 afics y previo corsentimiento infor-
mado werbal ¥ escribb, ¥ a 100 sujebos =sancs
escogidos akaloriaments y pareados por edad, sexo
¥ lugar de residencia. El diagndstica de ETV se realizd
lante s bonikas eco pler vancso, angicho-
mografia com 1zada pulmonar, venografia o gam-
mgraﬁa da 'maunn-p%lrfusm. L= 'gbres deggl'.ﬂ.-
Flag == determinaron medianke la técnica da
enzimoinmunoandlsis independente del polimarfis-
mo Asszrachrom®™ TAF, Elanalisis ganatico del FVL
¥ de la PT2C2104 inclufa la whilizacian de ADN gend-
mica coma molde m la am Elfn:a-:l-:'nn dal fragmen-
to de los genes de Fv¥ v de la PT que contieren la
mutacicn. El valor de sagnft:acm estadistica utiliza-
do en los contrastes de hipSkess fue de pinferior a
0,06, Para el andlisis de bs dalos s2 utilizh el progra-
ma estadistico 5PS5 versicn 11.0.
Las concentraciones plasmaticas medias de TAFlag
en ks pacientss con ETV fueron méas elvadas que
en bs confroles (10,1 frente a 2,1 pgiml; odds rafio =
3,06; p =0,0001). No encontrames diferencias esta-
disticamente significativas entre los alores medics
da TAFlag da loe pacientes portadores de la muta-
cién FVL ¥ los que ne lo aran, aque les de ks
primercs eran algo superiores (p = 0243). Tampoco
cbesramos diferencias significativas entre las con-
cenlraciones medias de T.&II de los packentes con la
mutacion PT202104 ¥ ks que no la tenlan. En este
casn, bos pacientes sin la mutacion presentaban wvako-
res mas elvades (p=0,148).

La ETV &= una erfermedad de stiologia mult-
factoral. Reclentements s2 estd estudliando la
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icas J. El TAFI antigénico no se encuentra elevado
boembdlica venosa portadores de las mutaciones
LOA. Med Clin Barc. 2006; 127:436.

relackin exktente entre la ETV v una proteina
cuya funckan principal es lkar e esiducs car-
boxiterminales de la plasmina, 1o que conducl-
ria a un estado de hipofibrimalisks plasmatica®.
Esta profema es el TAFL Uno de los aspectos
poco estudiadcs en rebckn con este nuewva
factor de esgo es el papel que desampefia el
TAFI plasmatico en packentes con ETV

ademds son portadores de las mutaciones FYL
y PT202 1CF. Algin frabajo ha Intentads Impll-
car a esta proterna en la felopatolkgia de la
trombosls causada por estas 2 mutaclones,
con resultades dispares. En nuestro estudio
hemos evaluada la poslble situacion de hipafl-
brimalizk mediada por el TAFlag en estos pa-
clentes. Agquellcs con ETV que ademds pre-
sentaban una mutaclen u ota (FVL o
PT202104) no tenfan concentracones medis
de TAFI superors a las de s paclentes con
ETY que no presentatan ninguna mutackon.
Este astdio Indicama que entre k= mecanis-
mes por los que s2 Incrementa el resgo de
trombosls en paclentes con ETY que presen-
tan la mutacian FVL o la PT202104 no se en-
cuentra un estado de hipcflbrinalisk plasmati-
cacausado por ttulos elevados de TAFlag
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NIVELES PLASMATICOS DE TAFI ANTIGENIC 0 EN PAL[ENTFS S P 0 8
CON ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA VENOSA: ASOCIACION o

CON LOS POLIMORFISMOS 147 ALA/THR Y EL 325 THR/ILE. UN

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

J. Verdu Belmar*, P. Marco Vera®, J. Lucas Boronat*, J. Sinchez**, S. Bellod**+,

C. Garcia*, C. Botell'l Prieto* y A. Romero Casanova*

*Hematologia, **Servicio de Medicina Preventiva v Estadistica, ***Unidad de Investigacion, Hospital
General Alicante. Alicante.

Introduccién: El TAFI (Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor) es una procarbopep-
tidasa de sintesis hepdtica. Su principal accién la realiza mediante 1a activacién de la trom-
bina, siendo capaz de disminuir la formacién de plasmina y conllevando un estado de hi-
pofibrinolisis piasmétlud Por todo ello, el aumento de los niveles plasmaticos de TAFL po-
dria aumentar el riesgo de padecer enfermedad tromboembélico venosa (ETV). Estudios
recientes han demostrado que niveles elevados de TAFI pueden asociarse con aumento del
riesgo de presentar ETV, Se ha visto también que los niveles de TAFT en plasma pueden
estar determinados por los polimorfismos genéticos 147 Ala/Thr y 325 Thi/Tle.

Objetivos: Estudiar si los pacientes con niveles elevados de TAFI antigénico, tienen un
mayor riesgo de padecer ETV. Analizar si los polimorfismos 147 Ala/Thr y el 325 Thr/lle
modifican los niveles de TAFI antigénico plasmatico y por tanto si potencian el riesgo de
padecer ETV. Estudiar la distribucidn por edad y sexo de los niveles de TAFI ag tanto en
pacientes como en controles.

Pacientes y métodos: Se han estudiado 37 pacientes consecutivos afectos de ETV, 6 me-
ses después del episodio trombético y 38 controles sanos. Los niveles de TAFI ag se han
determinado mediante la téenica de ELISA (“Asserachrom® TAFTI”).Por este novedoso
método no se han detectado variaciones de los niveles de TAFI plasmitico en funcién de
los polimorfismos presentes en el sujeto. Los polimorfismos genéticos sc han realizado
por PCR alelo-especifica.

Resultados: La edad media de los 75 sujetos fue de 57 afios. Los niveles medios de TAFI
en pacientes fueron de 10,16 mcg/ml y en los controles de 8.97 mcg/ml. El percentil 90
(p90) de los valores del TAFI en la poblacién control correspondié a 10,50 mcg/ml. El
43% de los pacientes con ETV presenté niveles elevados de TAFI respecto a los controles
(p = 0,009} y una OR de 4.063. En los pacientes, los niveles medios de TAFI en las muje-
res fueron de 10,4 meg/ml y en los varones de 9,8 meg/ml (p = 0,196). Los niveles medios
de TAFI en pacientes con edad igual o menor a 59 aiios de edad fueron de 10,09 meg/ml y
en pacientes con edad igual o mayor a 60 afios fueron de 10,25 meg/ml, (p = 0,749). No
hemos encontrado diferencias entre los niveles medios de TAFI ag y su relacién con los
polimorfismos genéticos en los sujetos estudiados.

Conclusiones: En nuestro estudio, niveles elevados de TAFL ag plasmdtico multiplican por
4 el riesgo de presentar enfermedad tromboembélica venosa. La técnica de ELISA (“Asse-
rachrom® TAFI”) ha demostrado que los niveles medios de TAFI no estdn determinados
por los polimorfismos genéticos del TAFT estudiados (147 Ala/Thr y el 325 Thi/lle). Estos
resultados guardan relacién con los dltimos datos que aporta la literatura médica.- Tampo-
co hemos encontrado diferencias entre los niveles de TAFI ag en hombres y mujeres.
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THROMBIN ACTIVATABLE FIBRINOLYSIS INHIBITOR (TAFI) GENE POLYMORPHISM
AND RISK FOR VENOUS THROMBOSIS DISEASE (VTD)

Verdu J.", Marco P.", Benlloch |.”, Lucas J.
'Haematology and Haemotherapy, General Hospital of Alicante, Alicante, Spain

Introduction: TAFI is a procarboxipeptidase B activated by Thrombin-thrombomodulin pathway.
Activated TAFI reduces plasminogen activation, blocking C-terminal lysine/arginine fibrin residues.
High plasma levels of TAF| have been related as a risk factor for VTD, but only a few reports have
shown the role of the TAFI gene single nucleotide polymorphisms (SNPs) in VTD. The aim of our
study was to establish the relationship between two TAFI gene SNPs and the risk for DVT.

Methods: A prospective case-control study was carried out in a Spanish Mediterranean population.
We include 131 unrelated patients (F61/M70) diagnosed of deep venous thrombosis (n=107) or
pulmonary thromboembolism (n=24) and 100 age-and sex-matched healthy subjects (F 65/M
66).Excluding criteria: malignancy, pregnancy or acute infectious/inflammatory diseasesGenotypes of
Ala147Thr (rs n® 3742264A>G) and Thr325lle (rs n® 2296642C>T) were performed by using allele-
specific digestion of polymerase-chain-reaction products.

Results: The genotype distribution of the Ala147Thr polymorphism was similar in patients with VTD
(Thr/Thr147 18.3%, Thr/Ala147 50.3% and Ala/Ala147 31.2%) and in controls (Thr/Thr147 20%,
ThriAla147 58% and Ala/Ala147 22%), but the frequencies of Thr325lle polymorphism genotypes
were different between cases (lle/lle325 10%, lle/Thr325 40% and ThriThr325 50%) and healthy
subjects(lle/lle325 15%, lle/Thr325 52% and Thr/Thr325 33%)(OR:2.1, CI:1.3-3.7;,p=0.006). No
difference was observed in Ala147Thr and Thr325lle alleles distribution in all subjects.

Conclusions: These findings suggest that 325Thr/Thr genotype of Thr325lle polymorphism is

associated with an increased risk for DVT. To our knowledge, our study is the first to show this
association. Furthermore, we found no association between the Ala147Thr SNP and VTD risk.
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EL TAFI ANTIGENICO NO SE ENCUENTRA ELEVADO EN ‘ P_294
PACIENTES CON ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA
VENOSA PORTADORES DE LAS MUTACIONES FACTOR V 4

LEIDEN O PROTROMBINA 20210A

J.J. Verdid Belmar, P. Marco Vera, C. Garcia Herndndez, J. Lucas Boronat,

A. Romero Casanova, C. Botella Prieto y S, Sdnchez Sdnchez

Unidad de Hemostasia y Trombosis, Servicio de Hematologia v Hemote rapia. Hospital General Universitario de
Alicante. Alicante.

Fundamento y objetivo: La enfermedad tromboembélica venosa (ETV)
es una patologia crénica de etiologia multicausal. Muchos son los factores
de riesgo implicados en su patogenia, incluidas las mutaciones genéticas
Factor V Leiden (FVL) y la Protrombina 20210A (PT20210A). Reciente-
mente se ha identificado una nueva proteina llamada TAFI. Niveles eleva-
dos de esta protefna se han observado en la enfermedad coronaria, los ictus
cerebrovasculares y la ETV. Nuestro objetivo es evaluar los niveles de TA-
FI en pacientes con ETV y que son portadores o no, de las mutaciones
FVL y PT20210A.

Pacientes y métodos: Hemos incluido a 131 pacientes con ETV, diagnosti-
cados en el Hospital General de Alicante y dentro de un estudio casos-con-
troles. Hemos determinado los niveles de TAFlantigenico (TAFIag) en rela-
cién con la presencia o no de las mutaciones FVL o PT20210A en los pa-
cientes.

Resultados: No hemos encontrado diferencias estadisticamente significati-
vas entre los niveles medios de TAFlag de los pacientes que eran portado-
res de la mutacién FVL y los que no lo eran, pese a tener los primeros ni-
veles algo superiores (p = 0,943). Tampoco hemos encontrado diferencias
significativas entre los niveles medios de TAFI de pacientes que padecian
la mutacion PT20210A y los que no la padecian. En este caso, los pacien-
tes que no padecian la mutacién presentaban niveles mas elevados (p =
0,146).

Conclusion: Nuestros resultados sugieren, que dentro de los mecanismos
fisiopatoldgicos de los eventos trombéticos que ocurren en los pacientes
con ETV y que ademds son portadores de alguna de las dos mutaciones ge-
néticas descritas, los niveles elevados de TAFI y su consiguiente estado de
hipofibrinolisis, no parecen jugar un papel esencial.
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