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En los ultimos afios el concepto de enfermedad tromboembdlica como enfermedad compleja,
ha supuesto un gran avance en el mundo de la medicina, y por ello, la manera de abordar esta
enfermedad a nivel terapéutico y bioldgico también ha cambiado sustancialmente (1). Otro
gran hallazgo, y que justifica el hilo conductor de gran parte de los estudios de investigacion
gue hemos llevado a cabo, y que seguimos realizando, ha sido el conocimiento de que la
enfermedad tromboembodlica, tanto arterial como venosa, presenta una alta heredabilidad
(h*=60%) y que podrian poseer una base genética comtn (2,3). Por lo tanto, la enfermedad
tromboembdlica venosa y arterial serian fenotipos, que compartirian fenotipos intermediarios
relacionados con la hemostasia y por supuesto, compartirian alteraciones genéticas. Estas
variantes genéticas y su interaccion con el ambiente estarian implicadas en la susceptibilidad a
desarrollar bien trombosis arterial o trombosis venosa o ambas.

Es por ello necesario contemplar la enfermedad tromboembdlica como un fenotipo con
diferentes maneras de presentacion , como seria la trombosis venosa, la enfermedad coronaria
aguda o el accidente cerebrovascular isquémico.

A partir de este importante concepto, comenzamos en nuestra Unidad, con la inestimable
colaboracion de los Departamentos de Cardiologia y Neurologia, la realizacionde estudios
caso-control. En uno de ellos, se reclutaron individuos que habian presentado el primer
episodio de enfermedad coronaria aguda, como angina e infarto de miocardio y en el otro
estudio se incluyeron individuos diagnosticados del primer episodio de accidente
cerebrovascular isquémico.

Es importante conocer la fisiologia de la hemostasia, para luego llegar a entender como en
condiciones patologicas, el organismo puede llegar a producir alteraciones en el sistema
cardiovascular y finalmente desarrollar la enfermedad tromboembdlica.
GENERALIDADES

FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA

Cuando en el organismo se produce un dafio capaz de producir una hemorragia, el sistema
hemostéatico se encarga de la reparacion de las alteraciones producidas.

Inicialmente sera la formacion del tapén o trombo plaquetario, como parte fundamental de la
hemostasia primaria, lo que proporcionara de una manera provisional un substrato anatdmico
capaz de detener la hemorragia tras el dafio sufrido. Su formacion dependera en gran parte de

las plaquetas, del endotelio vascular y de la interaccion de las células sanguineas con la pared
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vascular. Por tanto, el correcto desarrollo de todas las etapas hasta su formacion estara en

funcién de la integridad y buen funcionamiento de todos sus componentes.

EL ENDOTELIO

La superficie celular del endotelio en el adulto esta compuesta aproximadamente por 1 a 6
x10" células, con un peso aproximado de 1 Kg y una extension de unos 10.000 m® Tiene
varias funciones y, ademas de actuar como barrera estructural entre la circulacién y el tejido a
irrigar, también representa un papel importante en la regulacién del flujo sanguineo y en el
transporte de la mayoria de las sustancias nutritivas, de moléculas activas con diferentes
acciones y también de las células sanguineas (4,5).

El endotelio contribuye a la regulacién de la presion sanguinea y el flujo sanguineo mediante
la liberacidn de vasodilatadores como el 6xido nitroso y la prostaciclina, y vasoconstrictores
como la endotelina y el factor activador de plaquetas (PAF).

El endotelio lleva a cabo un papel fundamental dentro de la coagulacion y la fibrinolisis.
Bésicamente, su funcion consiste en facilitar el flujo sanguineo, para ello exhibe una superficie
antitrombdtica que inhibiria la adhesidn y agregacion plaquetaria y, por tanto, la formacion de
trombos en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, este equilibrio se puede perturbar por
fendmenos fisicos o quimicos. Este desequilibrio, dara lugar a cambios en el endotelio, que se
trnasforma en una superficie protrombdtica. El endotelio, en funcién de la situacion, puede
presentar propiedades procoagulantes y anticoagulantes, lo que permite retornar al equilibrio
hemostatico, una vez el estimulo procoagulante o hemorragico haya desaparecido(4-6).
LAS PLAQUETAS

Las plaquetas son pequerias células discoides anucleadas, procedentes de la fragmentacion del
citoplasma de los megacariocitos medulares. Circulan por la sangre y su funcion principal es
taponar rapidamente cualquier solucion de continuidad producida en el endotelio vascular y
dar lugar a la activacion del sistema de la coagulacion y la fibrinolisis. Ademas, en los Gltimos
afios se ha demostrado que intervienen en otro tipo de procesos como la inflamacion, la
cicatrizacion de las heridas, la fibrosis, arterioesclerosis, trombosis, diseminacion de
metastasis, etc. Estan formadas estructuralmente por la membrana plaquetaria, el citoplasma, el
citoesqueleto, granulos especificos, los sistemas membranosos, incluyendo el sistema

canalicular abierto, sistema tubular denso y complejos membranosos mixtos, y estructuras
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inespecificas. En la membrana plaquetaria existen receptores tanto glicoproteicos (GP) como
no glicoproteicos. Las glicoproteinas de membrana actian como receptores mediando, entre
otras, dos funciones importantes: la adhesion de las plaquetas a la superficie vascular dafiada y
la interaccion plaqueta-plaqueta o agregacion plaquetaria (7-9).

Los receptores no glicoproteicos actdan regulando la activacion y agregacion plaquetaria. Esta
accion se realiza mediante su unién al ADP, adrenalina (receptores adrenérgicos), trombina,
los endoperoxidos protaglandinicos, tromboxano A, y también a diferentes farmacos.

En condiciones fisiologicas, las plaquetas circulantes no interactian con la superficie
endotelial. Durante una hemorragia, las plagquetas se adhieren a la pared vascular dafiada, se
activan y se forma el trombo plaquetario. El proceso de adhesion se puede dividir en una fase
inicial de contacto y una fase posterior de extension de las plaquetas sobre el endotelio
vascular (9-13). Este proceso serd mas eficaz en condiciones de flujo sanguineo ya que las
plaquetas se disponen en la periferia de los vasos sanguineos y aumenta la disponibilidad de
las plaquetas. En estas condiciones, las plaquetas inactivadas se uniran al subendotelio a través
de interacciones entre el complejo glicoproteico plaquetario 1b-1X-V con el factor von
Willebrand (FVW) que se encuentra tanto en plasma como en la pared vascular. EI FvW y la
GP Ib se uniran por zonas de anclaje para las fibras de colageno tipo | y Il que quedan
expuestas en el subendotelio, con la interrupcion de la capa celular del endotelio. Una vez las
plaguetas se adhieren a través de la GP Ib, se produce la activacion plaquetaria mediante
productos de secrecion como el ADP, la adrenalina o moléculas de superficie como el
colageno, y se producira un cambio conformacional en la glicoproteina de membrana GPI1b-
I11a. Este hecho favorecera la interaccion de las plaquetas con el FvW y, por tanto, la extension
de las plaquetas sobre el subendotelio. EI cambio conformacional también permitira la
interaccion de la GPI1Ib-I11a con el fibrindgeno, lo que facilitara la agregacion de las plaquetas.
Durante todos estos procesos de adhesion y agregacion, se produce, debido a cambios en el
estado de polimerizacion del citoesqueleto plaquetario, un cambio de forma de la plaqueta,
pasando de la discoidal a la esférica y desarrollando prolongaciones pseudopddicas, y la
secrecion activa del contenido de los granulos plaquetarios (reaccion de liberacion). La
agregacion plaquetaria requiere la presencia de calcio y fibrindgeno. La unién de la GPlIb-I11a
con el fibrindgeno forma unos puentes de union entre las células y de esa manera se produce la

agregacion. Los productos liberados inducen la activacion de las plaquetas circulantes que, a
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su vez, facilita la formacion de agregados plaquetarios, es decir, el trombo plagquetario. A
medida de que se va generando la trombina, que convertira el fibrindgeno en fibrina, los
agregados de plaguetas se contraen mas y fortalecen la unién del trombo.

La activacion plaquetaria es un proceso bastante complejo, que se inicia en la superficie de la
célula, mediante la interaccion de un agonista con su receptor, generalmente una glicoproteina
de membrana (9-13). Para dicha interaccion entre los receptores de superficie y los diferentes
efectores intracelulares como la adenilciclasay las fosfolipasas A, y C, se necesita de un grupo
de proteinas reguladoras, las proteinas G. Dentro de estas proteinas, las Gs y la Gi son las
encargadas de la regulacion de los niveles celulares de AMPc, estimulando e inhibiendo,
respectivamente, la adenilciclasa en las plaquetas. Los agentes que aumenten los niveles de
AMPc, como la prostaglandina PG, y la PGE;, lo hacen a traves de las Gs, mientras que a
través de la Gi, los agonistas como la trombina y la adrenalina, inhiben el AMPc. La Gq,
estimula la fosfolipasa C, mientras que la proteina G implicada en la estimulacion de la
fosfolipasa A,, todavia no se conoce exactamente. La transduccion de la sefial se realiza a
través de los segundos mensajeros. Dos vias intracelulares estan implicadas en la activacion, la
via de los fosfoinositoles y la via metabolica del acido araquidonico, que se inician con la
hidrolisis enzimatica de los fosfolipidos especificos de la membrana plaquetaria. Mediante
estas dos vias se formaran los segundos mensajeros, encargados de la transduccién de las
sefiales implicadas en la secrecion y activacion plaquetaria

La via de los inositoles se inicia por la accion de la fosfolipasa C, que al actuar sobre el
fosfatidilinositol-difosfato (PIP,), se formaran los segundos mensajeros como el inositol-
trifosfato (IP3), el diacilglicerol (DG) y el &cido fosfatidico. También, mediante esta via se
produce la liberacion del Ca™, que es un segundo mensajero que afecta a la actividad de
muchos enzimas. ElI DG actta como cofactor de la proteincinasa (PKC), que a su vez, esta
implicada en la secrecion de las plaquetas, al igual que el acido fosfatidico.

La segunda via importante en la transduccion de sefiales en las plaquetas es la del acido
araquidonico (AA). El AA es el &cido graso poliinsaturado mas abundante. Su metabolismo
requiere, ante todo, la accion de varias lipasas, que liberan el &cido graso al medio intracelular.
La fosfolipasa A, y el DG liberan el AA. Este puede ser oxidado via lipooxigenasa hacia la
produccion de 12-HETE (12-hidroxi-eicosatetraenoico). Este producto es un potente agente

quimiotéctico para los macrdfagos y los neutréfilos, y parece que estaria implicado en la
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adhesion de las plaquetas. EI AA también puede ser oxidado via ciclooxigenasa, dando lugar a
los endoperodxidos ciclicos, que son los precursores de los prostanoides. Dentro de estos,
encontramos principalmente el tromboxano A, un potente inductor de la agregacion
plaquetaria, de la contraccion de la musculatura vascular y respiratoria, e induce el cambio de
forma y la secrecién plaquetaria. Otro prostanoide importante, es la prostaciclina, (PGI,) y
otras PG, que aumentan el AMPc al activar la adenilciclasa, y tienen, por tanto, efectos
opuestos al tromboxano A,.

La plaqueta, como consecuencia de la interaccion con los elementos del subendotelio, sufre un
proceso de activacion que incluye una reestructuracion de la membrana celular, de manera que
la disposicion de las glicoproteinas de membrana sea méas funcional convirtiéndolas en un
soporte eficaz para el asentamiento de los factores de la coagulacion, lo que llevard a la
formacion de trombina, reforzando de este modo, la estimulacion de las plaquetas. Todo este
proceso, se acompafia de un cambio de forma, de discoidal a esférica, y la secrecion del
contenido de los granulos. Para la secrecion se precisan dos mecanismos fundamentales: la
centralizacion de los granulos por contraccion del complejo actina-miosina y el
establecimiento de una comunicacion entre los granulos y el sistema canalicular abierto.

El contenido de cada uno de estos compartimentos granulares plaquetarios es diferente. Los
granulos o contienen proteinas y carbohidratos, entre ellos destacan el factor 4 plaquetario, la
B-tromboglobulina, el fibrindgeno, el FYW y otros. Los granulos densos se componen de
adenin-nucleétidos, aminas bidgenas, fosfato inorganico, entre ellos, el ADP, ATP, GTP, GDP,
Ca"" y serotonina.

Las plaquetas representan un papel muy importante en la formacién del trombo , tanto por la
adhesion y la agregacion plaquetaria, como por las interacciones con los leucocitos, la pared
vascular, y las células musculares (3,14,15). La interaccion entre leucocitos y el endotelio dara
lugar a una serie de contactos entre receptores y ligandos bidireccionales que sera esencial en
los procesos inflamatorios. Las plaquetas, ademas de establecer contactos con el subendotelio,
también puede adherirse y activar al endotelio. En las interacciones que estableceran las
plaquetas con los leucocitos y el endotelio, en situacion fisiopatoldgica, desempefian un papel
fundamental las microparticulas plaquetarias. Las microparticulas plaquetarias se forman a
partir de un fenémeno de vesiculacion de las plaquetas activadas por agonistas como la

trombina, el colageno, etc. Estas microparticulas, pueden por si mismas, inducir la adhesion de

13



M2 Amparo Santamaria Ortiz

los monocitos al endotelio y amplificar todas las sefiales que daran lugar a un aumento de la
actividad de las moléculas de adhesion, que culminara en la expresion del factor tisular y su
transformacion en una superficie protrombética. Una vez formado el primer trombo
hemostatico, sera la formacion del trombo de fibrina mediante la activacion de la coagulacion,

que culminar el proceso hemostético. (Figura 1)

A

FIBRINOGENO

FVW

FORMACION DEL
TROMBO TRAS LA TROMBO FIBRINO
LESION ENDOTELIAL -PLAQUETAR

ANTES DE LA LESION
ENDOTELIAL

Figura 1. Inicio de la formacion del trombo hemostatico.
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LA COAGULACION

La coagulacion es el conjunto de reacciones que conducen a la formacidn de fibrina, proteina
insoluble que evita la pérdida de sangre cuando se lesiona un vaso (16-17).

Segun su funcidn, estas reacciones se pueden clasificar en: 1) procoagulantes, que conducen a
la formacién de la fibrina, evitando la pérdida de sangre; 2) anticoagulantes, que regulan o
controlan la coagulacion e impiden que los factores activados que se generan en un punto en
que son necesarios para evitar una hemorragia, se extienda y se produzca una coagulacion
generalizada; y 3) fibrinoliticas, que son las encargadas de eliminar la fibrina cuando ya no es
necesaria para evitar la pérdida de sangre, restableciendo el flujo sanguineo.

La mayoria de los factores de la coagulacion son proteinas que se encuentran en la sangre
como zimoOgenos inactivos y que pueden ser activados y transformados en enzimas con
actividad serin-proteasa mediante proteolisis limitada. Estas activaciones se realizan en una
serie de reacciones encadenadas en las que el producto de la 12 reaccion funciona como enzima
para la 22 reaccion, y el producto de la 22 funciona como enzima para la 32, etc...

La mayoria de los factores de la coagulacién se sintetizan en el higado. Entre ellos los factores
I, VII, IX, X, proteina C y proteina S necesitan la vitamina K para su sintesis completa. Estos
altimos, llamados factores vitamina-K dependientes, precisan una carboxilacion de los
residuos de &cido glutamico (Glu) en una reaccion en la que actia como cofactor la vitamina
K. Esta transformacién les confiere una gran afinidad por los fosfolipidos. De esta manera las
reacciones entre factores que en fase fluida serian muy poco eficientes, se realizan sobre
superficies fosfolipidicas (membranas celulares) formando complejos enzimaticos que
aumentan considerablemente la eficiencia de la reaccion.

A parte de los precursores de serin-proteasas hay otras proteinas que no tienen actividad por si
mismas pero actiian como cofactores en los complejos enzimaticos aumentando la eficiencia de
la reaccion. Son por una parte los factores plasmaticos V' y VIII que una vez han sufrido una
pequefia proteolisis por la trombina forman parte de los complejos protrombinasa (Va-Xa-I1) y
X-asa (VIlla-1Xa-X). Por otra parte estan las proteinas de membrana: factor tisular (TF) y la
trombomodulina (TM), que acttan en los complejos VIla-TF-X y trombina-TM-proteina C.

Actualmente se acepta que el mecanismo hemostéatico fisiolégicamente relevante esta asociado
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fundamentalmente a 3 complejos enzimaticos procoagulantes, formados por proteinas con
actividad serin-proteasa y vitamina-K dependientes, reunidas sobre una superficie fosfolipidica
y asociadas con cofactores que también estan unidos a la membrana.

En cada caso el complejo enzimético conduce a un incremento significativo (10°-10° veces) de
la velocidad de reaccion en la activacion del substrato. La formacion de estos complejos
cataliticos sobre la membrana celular sitGa la actividad proteolitica en el punto en que las
células dafiadas del vaso, o las células activadas de sangre periférica, aportan el sitio requerido
para la formacion del complejo. El requerimiento de complejos enzimaticos para desarrollar la
actividad catalitica atenda la propagacion de las reacciones de coagulacion lejos del sitio donde
se ha iniciado. (Figura 2)

El primer proceso es el inicio de la coagulacion, mediante la via del factor tisular (18,19). El
factor tisular (TF) es una proteina transmembrana y forma parte de la familia de receptores de
citocinas. Bajo condiciones normales no esta en contacto con el plasma ni en las células de la
sangre ni en el endotelio. Constitutivamente, esta presenta en la adventicia que rodea los vasos
sanguineos y en tejidos del cerebro, pulmones, rifion, masculo y otros 6rganos. Entra en
contacto con la sangre cuando se lesiona el vaso, o cuando se activan las células vasculares o
monocitos mediante citocinas inflamatorias.

Aproximadamente 1-2% del factor VIl circula en plasma en forma activada, aunque su centro
activo no se expresa eficientemente a menos que se una al factor tisular. Cuando el factor
tisular entra en contacto con la sangre el factor Vlla circulante se une rapidamente a él y se
inicia la coagulacion activando al factor X y al factor IX. El factor Xa también activa al factor
IX acelerando el proceso de formacion de 1Xa. El factor 1Xa forma un segundo complejo con
el factor Vlllay el factor X (complejo X-asa) formando factor Xa de una forma 50 veces méas
eficientemente que el que se forma en el complejo TF-Vlla- X, ya que el TFPI actla
inhibiendo répidamente este complejo. El factor Xa formado por cualesquiera de las dos
fuentes forma un complejo con el factor Va y el factor Il o protrombina (complejo
protrombinasa) para transformarla en trombina. El factor Xa producido mediante el complejo
TF-VII-X, puede generar una pequefia cantidad de trombina pero es una reaccion
extremadamente ineficiente. Sin embargo, una vez producida, la trombina y el factor Xa
formados activan pequefias cantidades de factor V, de factor VIII y a las plaquetas. La

activacion de estos 2 cofactores es esencial para que los complejos cataliticos IXa-Vllla-Xy
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Xa-Va-11 sean eficientes para convertir el factor X a Xa y el factor 11 a Ila respectivamente.
El inicio de la coagulacidon esta regulado por el TFPI (tissue factor pathway inhibitor) proteina
que inhibe el complejo Xa-TF-Vllay limita la produccién de Xay 1Xa por esta via. Una vez
esto ocurre el factor Xa se produce por el complejo 1Xa-Vllla-X. De alli la importancia de los
factores VIl 'y IX en la hemostasia y la diatesis hemorragica que acompafia a su déficit.

La via intrinseca de la coagulacion no parece tener mucha importancia en el inicio de la
coagulacién (20), pero desempefia un papel en el mantenimiento de la coagulacién (Figura 2).
La activacion de esta via se inicia cuando el factor X1 se activa ya sea por trazas de trombina o
bien por la activacion de lo que se conoce como fase de contacto (21). Esta se inicia cuando el
plasma entra en contacto con una superficie cargada negativamente como fibras de colageno o
superficies externas cristal, caolin etc. El factor X1 se activay el Xlla activa a la precalicreina.
La calicreina formada junto con el quinindgeno de alto peso molecular amplifican la activacion
del factor X1l que a su vez activa al factor XI. El factor Xla formado por la via que sea activa
al factor 1X a IXa en presencia de calcio, hidrolizando el mismo enlace peptidico que rompe el
complejo TF-VIla. De esta manera se continta y amplifica el proceso como se ha descrito
antes. El descubrimiento de la activacion del factor XI de forma independiente del factor XII,
precalicreinay del quinindgeno de alto peso molecular, ayuda a clarificar el papel del factor XI
en la via intrinseca y explica porque pacientes con déficit severo de factor X1 sufren diatesis
hemorragica mientras que esto no ocurre en individuos con deficiencias de factor XIlI,
precalicreina o quinindgeno de alto peso molecular. Estas 3 Gltimas proteinas estan implicadas
en la activacion del factor XI cuando el plasma entra en contacto in vitro con superficies
cargadas negativamente como el cristal o el caolin, pero podrian ser importantes cuando la
sangre entra en contacto con superficies artificiales como vélvulas cardiacas 0 membranas de
dialisis. El factor von Willebrand (FVW) es una proteina multimérica de elevado peso
molecular que circula en plasma unido al factor VIII. Se sintetiza en el endotelio y en los
megacariocitos y es transportado por las plaquetas. De ellas se libera por diferentes estimulos
(estrés, ejercicio, hormonas, etc) pasando a la sangre donde se une al factor V1II. Su actividad
contribuye al fendmeno de la adhesion plaquetaria actuando como puente entre la plaquetay el
subendotelio. En una primera reaccion el FvW se une al coldgeno del subendotelio vascular a
continuacion sufre algunos cambios que le permiten unirse al receptor plaquetario

glicoproteina Ib.
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Figura 2. Representacion esquematica de la coagulacion. En una fase inicial el factor tisular
(TF) que, en condiciones normales, no esta en contacto con la sangre, se expone a ellay tras
unirse al factor Vlla, inicia la via extrinseca (su inhibidor es el TFPI). Se genera una cantidad
de trombina (I1a) suficiente para activar las plaquetas, y los factores VIl y V (fase de inicio).
Casi simultaneamente se activa el factor 1X, que junto al factor VIlla genera Xa. Este, con el
Va como cofactor, genera trombina (I1a) en grandes cantidades (fase de propagacion). Esta
fase es inhibida fundamentalmente la antitrombina (AT) y por la via de la proteina C
(PC).Ademas la trombina activa el TAFI que actta inhibiendo la fibrinolisis. Regulacion de la
formacion de fibrina por el TAFI. La fibrinolisis se inicia cuando el plasmindgeno se convierte
en plasmina por el tPA. La plasmina degrada el trombo de fibrina en productos de degradacion
solubles. EL tPAy el plasmindgeno se unen e interaccionan con los residuos carboxi-terminal
de lisina de la fibrina parcialmente degradada, y amplifica su accion. EI TAFI actla
eliminando dichos residuos y por tanto, previene la formacién del complejo fibrina-tPA-
Plasminogeno , inhibiendo de esta manera la formacion de plasmina y la degradacion del

trombo.
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La trombina es el enzima que se genera al final del proceso de la coagulacion que es capaz de
transformar una proteina soluble, el fibrindgeno, en una red polimérica insoluble: la fibrina.
Ademas, activa al factor XI, a las plaquetas, al factor XIl1'y a los cofactores V' y VIII. Tiene
una gran afinidad por la trombomodulina que se encuentra en el endotelio. Al unirse a la
trombomodulina, forma un complejo, pierde sus propiedades procoagulantes y adquiriere otras
anticoagulantes ya que activa la proteina C. Un efecto recientemente identificado de la
trombina unida a la trombomodulina es su capacidad para inhibir la fibrinolisis mediante la
activacion del TAFI (thrombin activable fibrinolysis inhibitor).

La formacidn de la fibrina a partir del fibrindgeno, es el Gltimo paso de la coagulacién (22,23).
El fibrindgeno es una glicoproteina de 340 kD sintetizada en el higado. Tiene una vida media
de unos 3-4,5 dias y en plasma se encuentra en una concentracion de 2 a 4 g/l. La molécula
estd compuesta por 2 mitades simeétricas cada una formada por 3 tipos de cadenas
polipeptidica. La conversion del fibrindgeno en fibrina se realiza en tres etapas. Primero la
trombina rompe el enlace Argl6-Gly17 de la cadena a liberando el fibrinopéptido A (Alal-
Gly16). A continuacion la trombina rompe el enlace Arg14-Gly15 de la cadena 3 liberando el
fibrinopéptido B (Gly1-Arg14) y forméandose el monémero de fibrina. En segundo lugar, tras
la liberacion de los fibrinopéptidos, la molécula expone unos sitios de polimerizacion en la
zona aminoterminal de la cadena oy 3, que reaccionan con estructuras complementarias en la
zona carboxiterminal de la cadena y. De esta manera los dominios D de una molécula
interacttan con la zona E de otra molécula, formandose una fibra de 2 hebras en la que los
mondmeros estan medio solapados. A continuacion se produce una asociacion lateral de las
fibras aumentando su grosor. Finalmente, en presencia de factor Xllla, la fibrina que
inicialmente estaba unida por interacciones no covalentes, sufre una serie de uniones
intermoleculares mediante la formacién de enlaces entre residuos lisina de una cadena y y
glutamina de otra. Posteriormente, se realizan otros enlaces entre las cadenas a, y entre
cadenas a. y y. La incorporacion de estos enlaces covalentes entre las fibras de fibrina aporta
una mayor resistencia a la degradacion por la plasmina asi como una mayor resistencia y
elasticidad del coagulo.

Una vez formado el trombo, existen mecanismos reguladores de este proceso, y que evitaran

un exceso de formacion de fibrina (20,24). Los mecanismos que regulan la hemostasia son
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fundamentalmente de 2 tipos:

1. Los inhibidores de serin-proteasas que inhiben los factores activados: antitrombina, cofactor
Il de la heparina, TFPI, a,.macroglobulina, inhibidor de la proteina C activada, inhibidor del
Clg-esterasa y o-antitripsina.

2. Los reguladores de los cofactores activados: Via de la proteina C (Proteina C, Proteina Sy
Trombomodulina).

Inhibidores de serin-proteasas:

La antitrombina (25), es un inhibidor de serin-proteasas sintetizado en el higado que se
encuentra en plasma a una concentracion de 2,4uM. Es el principal inhibidor de la trombinay
del factor Xa pero también inactiva los factores 1Xa, Xla, Xlla, calicreinay plasmina. También
inhibe al factor VVlla unido al factor tisular. La actividad inhibitoria se incrementa unas 1.000
veces en presencia de heparina que in vivo tiene su equivalente en el proteoglicano sulfato de
heparan, presente en el endotelio vascular.

La molécula de antitrombina se une a la molécula de heparina a través de una secuencia
discontinua de residuos basicos (Lys, Arg) en la zona aminoterminal. La trombina se une
también a la cadena de heparina de una manera no especifica mediante cargas electrostaticas.
De esta manera se forman complejos ternarios heparina-AT-trombina en los que el sitio activo
de la trombina se acerca al sitio reactivo de la AT. Inicialmente la trombina rompe el enlace
Arg 393-Ser 394 en el sitio reactivo de la AT, esto produce un cambio conformacional de la
AT que atrapa de forma irreversible a la trombina. Una vez formado el complejo AT-trombina
se libera a la circulacion y forma complejos ternarios con la vitronectina. Se cree que estos
complejos ternarios se eliminan de la circulacion por union a los proteoglicanos sulfato de
heparan que son posteriormente internalizados. El factor Xa y otros factores activados de la
coagulacion se unen solo débilmente a la heparina y son inhibidos por el complejo heparina-
AT gracias al cambio conformacional que induce la heparina en la AT.

El Cofactor Il de la heparina, es un inhibidor de serin-proteasas con una homologia de un 25%
con la AT . Se sintetiza en el higado. En sangre se encuentra en una concentracion de 1,2 uM.
A diferencia de la AT sélo inhibe la trombinay no a los demas factores activados. Su accion
inhibitoria se incrementa extraordinariamente en presencia de glicosaminoglicanos pero el
estimulo més potente es el sulfato de dermatan que difiere del sulfato de heparan por la

composicion del disacarido (D-galactosamina en lugar de D-glucosamina).
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El TFPI (Tissue factor pathway inhibitor), es un inhibidor de especial importancia en la
regulacion del inicio de la coagulacion (19). A diferencia de otros inhibidores de factores
activados no pertenece a la familia de los inhibidores de las serin-proteasas (Serpinas). Posee 3
dominios inhibidores de tipo Kunitz. En condiciones normales el TFPI circula en plasma
mayoritariamente unido a lipoproteinas y entre un 5-10 % en forma libre. Después de la
administracion de heparina los niveles plasmaticos de TFPI se incrementan entre 2 y 8 veces.
Este TFPI que se libera del endotelio no parece estar asociado a las lipoproteinas. Una pequefia
parte de TFPI esta asociado a las plaquetas y se libera cuando se activan por la trombina.

La actividad anticoagulante del TFPI se desarrolla en 2 etapas: en la primera se forma un
complejo reversible estequiométrico 1:1 con el factor Xa produciendo la pérdida de actividad
catalitica del factor Xa, en la segunda etapa este complejo binario se une al factor Vlla-TF
unido a lamembrana en una reaccidn que necesita calcio formandose el complejo cuaternario
Xa-TFPI-VIla-TF resultando la pérdida de actividad catalitica del factor VIla-TF.
Reguladores de los cofactores activados(24-26):

Via anticoagulante de proteina C

La Proteina C (PC) es una glicoproteina vitamina-K dependiente sintetizada en el higado que
circula en plasma a una concentracion de 50-80 nM. Es el precursor de una serin-proteasa y
contiene residuos y-carboxilados que le confieren la capacidad de unirse a los fosfolipidos
mediante el calcio. Una vez activada la proteina C (PCa) se une a los fosfolipidos de
membrana o al receptor endotelial de la proteina C y actla como un potente anticoagulante
degradando los factores VVa 'y Vllla. En esta actividad proteolitica actian como cofactores la
proteina Sy el propio factor V.

La Trombomodulina es una proteina integral de membrana. Consta de una zona aminoterminal
parecida a la lectina (lectin-like domain), seguida de 6 dominios parecidos al factor de
crecimiento epitelial (EGF), un dominio rico en los aminoacidos serina y treonina, un dominio
transmembrana, y una cola citoplasmética. EI 5° y 6° EGF son esenciales para la union a la
trombina mientras que la union calcio-dependiente a la proteina C requiere la region que une el
3%y 49 EGF. En el residuo Ser 474, la TM contiene una cadena de sulfato de condroitin. Se ha
identificado TM humana en diferentes tejidos como vasos linfaticos, placenta, plaquetas,
megacariocitos, macréfagos, neutrofilos y células musculares. En la vasculatura se localiza

principalmente en los capilares y en menor cantidad en las arterias y venas. La actividad
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anticoagulante de la TM consiste en que tras su union a la trombina, neutraliza la actividad
procoagulante de ésta'y el complejo formado activa la proteina C. La trombina se une con gran
afinidad a la trombomodulina. Una vez unida, la trombina pierde su actividad procoagulante:
no transforma el fibrindgeno en fibrina, no activa el factor V, el VIII ni el XIIl y tampoco
activa las plaquetas ni las células endoteliales. La TM induce un cambio conformacional en la
trombina resultando en un eficiente reconocimiento y activacion de la proteina C. La expresion
de TM en la superficie endotelial es susceptible a diversas condiciones patoldgicas: disminuye
por diversos agentes inflamatorios como el factor de necrosis tumoral, la interleucina-1,
endotoxinas bacterianas, hipoxia, etc.

La proteina S (PS) es una glicoproteina vitamina-K dependiente. Se sintetiza en el higado pero
también en las células endoteliales y megacariocitos. Se encuentra en plasma a una
concentracion de 250-350 nM. Esta formada por un dominio C-terminal homdlogo a la
proteina que une a los andrdgenos (androgen binding protein), 4 EGF, un dominio sensible a
latrombina, y un dominio Gla aminoterminal que le facilita su union al calcio y a lamembrana
celular. La union al calcio protege a la PS de la degradacién por la trombina y, ademas, induce
un cambio de conformacidn que es necesario para que actie como cofactor de la PCA. La
interaccion con la PCa se cree que se realiza mediante el dominio sensible a la trombinay el
EGF. La zona parecida al trasportador de andrégenos esta relacionada con la unién al C4b
binding protein (C4bBP). EI C4bBP es una glicoproteina de alto peso molecular, reguladora
del complemento, reactante de fase aguda.Esta formada por 7 subunidades o idénticas y una
subunidad B. Las subunidades o se unen al C4b y la subunidad 3 se une a la proteina S. En
plasma un 40 % de PS circula libre y posee actividad cofactor para la PCa. El 60% restante
estd unido al C4bBP y en esta forma no participa en la actividad anticoagulante de la PCa.
El mecanismo anticoagulante de la PC, se inicia cuando se genera una pequefia cantidad de
trombina. Esta se une a latrombomodulina y el complejo trombina-trombomodulina activa a la
proteina C unida a los fosfolipidos de membrana o al receptor endotelial de la PC. La PC
activada junto con la proteina S y el factor V que actiian como cofactores, tiene como principal
substrato al factor Va, al que degrada rompiendo 3 enlaces: el primero en la Arg506 que
produce una rapida pero incompleta pérdida de actividad y después en la Arg 306 y Arg 706,
con lo que la inactivacion del factor VVa es completa. Una alteracion en la molécula del factor

V relativamente frecuente y asociada a trombofilia es el Factor V Leiden. Consiste en un factor
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V en el que el aminoacido Arg 506 ha sido substituido por una GIn y por ello la molécula es
mas resistente a la degradacion por la PCA. El factor Vlla es también un substrato para la PCa
pero debido a la inestabilidad del factor VVIlla no parece ser muy relevante desde el punto de
vista fisiologico. La PS y el factor V actuan de forma sinérgica como cofactores en la
degradacion del factor Va.

Después de su activacion la PCa es lentamente neutralizada por al menos tres inhibidores de
proteinasas: El inhibidor de la PCa (PCl), la ao-macroglobulina (a2M) y la as-antitripsina
(a1AT).

SISTEMA FIBRINOLITICO

El sistema fibrinolitico tiene como objetivo la lisis de la fibrina depositada en el arbol vascular
(27,28). Es decir, es un sistema reactivo a la activacion de la coagulacion y a la generacion
final de trombina. La plasmina, una serin-proteasa de 85-Kd, es el enzima central de este
sistema. En condiciones normales circula por el plasma humano en forma de proenzima, el
plasmindgeno. La transformacion del plasmindgeno en plasmina la llevan a cabo los
denominados activadores del plasmindgeno: activador tisular del plasmindgeno (t-PA) vy el
activador tipo uroquinasa (u-PA). La plasmina es una enzima extraordinariamente inespecifica
capaz de degradar a la fibrina, al fibrindgeno, a los factores de la coagulacion Vy VIl y a
otros muchos substratos. Para regular esta actividad proteolitica de la plasmina, el plasma
humano posee un inhibidor muy selectivo y potente, llamado a-antiplasmina. Asimismo para
regular a los activadores del plasmindgeno el organismo humano esta dotado de los llamados
inhibidores de los activadores del plasmindgeno tipo | (PAI-1), tipo 11 (PAI-2) y tipo 111 (PAI-
3).

Los activadores fisiologicos del plasmindgeno t-PA y u-PA estan siendo utilizados en la
actualidad como agentes tromboliticos en el tratamiento del infarto agudo de miocardio, el
embolismo pulmonar, trombosis arteriales periféricas, etc.

Todos los enzimas que constituyen el sistema fibrinolitico estan compuestos por cadenas
unidas por uno o varios puentes disulfuro. En la region animo-terminal de dichas enzimas se
halla la zona que les confiere especificidad por los distintos substratos. En esta zona se
encuentran unas estructuras en forme de bucle denominadas kringles compuestas por unos 80
aminoacidos unidos entre si por 3 puentes disulfuro. La cantidad de kringles varia para cada

componente del sistema fibrinolitico y en general dichas estructuras tienen una alta afinidad
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para los aminoacidos lisina. También se encuentran, en esta zona amino-terminal, las regiones
homologas al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el centro activo compuesto
sistematicamente por los aminoacidos acido aspartico, histidina y serina. EI plasmin6geno
humano es una glicoproteina de una sola cadena con un peso molecular préximo a los 90.000
d., contiene aproximadamente un 2% de carbohidratos y el gen que codifica para esta proteina
se ha localizado en el cromosoma 6. La molécula de plasmindgeno posee 791 aminoacidos, 24
puentes disulfuro y 5 estructuras homdlogas denominadas kringles que le confieren una gran
afinidad por la fibrina, la a2-antiplasmina y la trombospondina. El plasmindgeno nativo tiene
un &cido glutamico en su extremo amino-terminal (glu-plasmindgeno), pero es facilmente
convertido por una proteolisis limitada a las formas amino-terminales conteniendo lisina,
valina o metionina que son comunmente designadas como lis-plasmindgeno. Esta conversion
se realiza por hidrolisis de los enlaces peptidicos Arg 67-Met 68, Lis 76-Lis 77 o Lis 77-Val
78. Tanto el glu-plasminégeno como el lis-plasmindgeno son proenzimas inactivos. La
activacion del lis-plasminégeno a plasmina se realiza por la rotura de un simple enlace
peptidico entre los aminoacidos Arg 560-Val 561. La molécula de plasmina estd compuesta
por dos cadenas: cadena A o cadena pesada, originada por el fragmento correspondiente al
NH2-terminal del plasmindgeno, y cadena B o cadena ligera, que contiene la parte COOH-
terminal y el centro activo de la molécula. La plasmina formada puede degradar de una forma
ordenada y secuencial tanto a la fibrina como al fibrindgeno, produciendo fragmentos
conocidos como productos de degradacion de la fibrina o fibrinégeno (27). La vida media del
plasmindgeno ha sido estudiada en humanos normales y es de 2,2+0,29 dias para el glu-
plasmindgeno y de 0,8 dias para el lis-plasmindgeno. Las hipoplasminogenemias congénitas y
algunos tipos de displasminogenemias se han asociado a problemas tromboticos de repeticion
en algunas familias muy concretas. Sin embargo dichas alteraciones no se consideran una
causa muy prevalente de trombofilia hereditaria.

Los activadores del plasmindgeno, tanto el t-PA como el u-PA , fundamentalmente regulan la
fibrinolisis intravascular y la proteolisis extracelular. La fibrinolisis intravascular, basicamente
Ilevada a término por el t-PA, ha adquirido ultimamente una gran relevancia, desde el punto de
vista farmacologico y terapéutico. La actividad fibrinolitica extravascular (u-PA), representa
un papel muy importante en la capacidad invasiva de determinados tipos de neoplasias y, en

condiciones fisiologicas, es basica para la normal embriogénesis y la reparacion e involucion
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de los tejidos. El t-PA es una serin-proteasa tipo tripsina compuesta por 527 aminoacidos y de
un peso molecular préximo a los 88.000 d. El gen humano que codifica para el t-PA tiene mas
de 20 Kb con 14 exones y se halla situado en el cromosoma 8. El t-PA es sintetizado y
secretado por las células endoteliales vasculares en la forma de una glicoproteina de una sola
cadena (sct-PA) y con un contenido de hidratos de carbono proximo al 12,8%. En presencia de
pequenfias cantidades de plasmina, la forma monocatenaria del t-PA puede convertirse en forma
bicatenaria, esta Gltima forma de t-PA parece que posee mayor afinidad por la fibrina. En la
cadena pesada del t-PA se halla la zona de la molécula que le confiere una gran afinidad por la
fibrina. La concentracion plasmatica de t-PA es muy baja, aproximadamente del orden del 5
ng/ml. La mayoria del t-PA circulante se halla formando un complejo con el inhibidor de
activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) y menos de un 5% se halla en su forma libre. No
obstante, en determinadas situaciones, cuando se genera fibrina dentro del arbol vascular, la
concentracion de t-PA es extremadamente alta en el punto donde se ha producido la trombosis
y en esa zona se produce la activacion del plasmindgeno en plasmina. En ausencia de fibrina,
laeficiencia del t-PA para activar el glu-plasmindgeno circulante es muy baja. Sin embargo, en
presencia de fibrina el t-PA tiene una afinidad 500 veces superior por el plasmindgeno fijado a
la fibrina. También se sabe que la forma parcialmente degradada del plasmindgeno (lis-
plasmindgeno) es transformada en plasmina por el t-PA 10 veces mas rapidamente que la
forma nativa del plasmindgeno (glu-plasmindgeno). In vivo el t-PA tiene una vida media muy
corta, aproximadamente de unos 5 minutos, y su rapida desaparicion de la circulacion parece
ser independiente de la formacién de complejos con el PAI-1.

La u-PA se han encontrado en la orina, en diversos cultivos celulares (células endoteliales) y
también en el plasma. La uroquinasa de alto peso molecular (HMW-UK), de 55.000 d y de dos
cadenas es el mas conocido, en cuanto a su estructura primaria. No obstante, se sabe que esta
UK de alto peso molecular, por el efecto de la plasmina, se puede degradar en UK de bajo peso
molecular (LMW-UK), de 33.000 d. La HMW-UK se sintetiza en una forma inactiva y de una
sola cadena denominada pro-UK o scu-PA (single chain u-PA). La concentracion de scu-PA
en plasma no esta bien establecida, pero puede variar entre 2-20 ng/ml. También se conoce que
el gen de la scu-PA tiene 6,4 Kb y se halla situado en el cromosoma 10. La plasmina y la
calicreina rompen a la scu-PA en el aminoacido 158, y la transforman en una molécula de 2

cadenas (tcu-PA, o two chain u-PA) con una alta afinidad por el plasmindgeno fijado en la
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fibrina. Al igual que el t-PA, los activadores tipo uroquinasa (de 2 cadenas) transforman el
plasminogeno en plasmina solamente en las zonas del rbol vascular donde existe presencia de
fibrina. La vida media de la scu-PA nativa o recombinante es muy corta, del orden de 5-8
minutos, muy similar a la del t-PA.

Se han caracterizado distintos inhibidores de la activacion del plasmindgeno, el mas
importante de ellos es el denominado PAI-1 (inhibidor de la activacion del plasmindgeno tipo
). EI PAI-1 es una glicoproteina, de 52.000 d aproximadamente, compuesta por 379-381
aminoacidos y el gen que sintetiza para dicha proteina se halla situado en el cromosoma 7. El
PAI-1 se halla en el plasma a una concentracion baja, 1.000 veces inferior a la ao-antiplasmina,
pero 3-4 veces superior a la concentracion de t-PA. EI PAI-1 es un inhibidor de serin-proteasas
y como tal tiene la estructura tipica de serina, arginina, aspartico en el centro reactivo. EI PAI-
1 inhibe adecuadamente y con una cinética similar al sct-PA, tct-PA y tcu-PA, pero no a la scu-
PA ni a la SK. La reaccion entre PAI-1 y estos activadores del plasminégeno es en dos
tiempos, en un primer estadio la reaccion es reversible y en un segundo se forman uniones de
tipo covalente y la reaccion es irreversible.

En el &mbito plasmatico, se halla un tercio del PAI-1 existente, pues una gran cantidad se
encuentra en las plaquetas, almacenado en los granulos alfa, y su liberacion se realiza cuando
se produce una activacion de las plaquetas. El resto del PAI-1 se encuentra en la célula
endotelial vascular y en el hepatocito.

Una gran variedad de estimulos pueden condicionar la produccién o liberacion de PAI-1 de las
células endoteliales. La trombina, a concentraciones de 1 U/ml, provoca un importante
incremento de la actividad del PAI-1, superando ampliamente los niveles de t-PA, también
estimulados por la trombina. La dexametasona, en cultivos de células de hepatoma (HTC),
provoca un importante incremento del PAI-1. También las endotoxinas provocan considerables
aumentos de PAI-1, por las células endoteliales vasculares, tanto en modelos animales como el
hombre.

Los otros inhibidores de la activacion del plasminogeno: el PAI-2, PAI-3y la proteasa-nexina
son inhibidores de segundo orden en la hemostasia. Cabe destacar que el PAI-2 se encuentra de
forma abundante en el plasma de mujeres embarazadas y su sintesis probablemente se localiza
en laplacenta. EI PAI-3 se ha detectado en orinay plasma, y en la actualidad se sabe que es un

inhibidor importante de la proteina C activada. La proteasa-nexina se sintetiza en los
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fibroblastos, las células musculares cardiacas y en las células epiteliales del rifion. En plasma
no se ha podido detectar, sin embargo, se cree que su funcidn tiene una gran importanciaen la
matriz extracelular.

En cuanto a los inhibidores de la plasmina, la a,-antiplasmina es el principal inhibidor
fisiologico de la plasmina. La a-antiplasmina es una glicoproteina de cadena simple con un
peso molecular aproximado de 70.000 d y que posee aproximadamente un 13% de
carbohidratos. En esta molécula, cabe distinguir funcionalmente dos regiones, una con residuos
lisina capaz de unirse al plasmindgeno o la plasmina y otra, donde se localiza el centro
inhibidor propiamente dicho que se une al centro activo de la plasmina.

La ax-antiplasmina forma un complejo estequiométrico (1:1) con la plasmina, muy estable, el
cual esta desprovisto de actividad proteasica o esterasica. EI complejo se produce por una
fuerte interaccion entre la cadena ligera de la plasmina y el inhibidor. La accién de la -
antiplasmina sobre proteasas distintas a la plasmina parece ser muy escasa.

La vida media de la az-antiplasmina marcada isotdpicamente con 1'*°, ha sido estudiada en
sujetos normales y en pacientes sometidos a tratamiento trombolitico. En el grupo control, la
vida media hallada fue de 2,64 + 0,32 dias, mientras que en los pacientes bajo tratamiento, la
vida media resultaba de aproximadamente 0,5 dias, debido a la formacion de complejos
plasmina-o-antiplasmina. Este complejo posee una vida media mucho mas larga.

La concentracion de la ap-antiplasmina en la sangre de individuos normales es de
aproximadamente de 1 uM, pero puede decrecer por debajo del 30% en casos severos de
enfermedad hepética o coagulacién intravascular. En cambio, es normal en pacientes con
enfermedades cardiovasculares, renales o malignas. La op-antiplasmina es agotada
temporalmente durante el tratamiento trombolitico con estreptoquinasa.

La ap-macroglobulina es un inhibidor méas lento de la plasmina que la ap-antiplasmina vy,
parece tener como mision, neutralizar a la plasmina formada en exceso, cuando se ha
sobrepasado la capacidad inhibitoria de la a,-antiplasmina. Asi pues, cuando el plasminégeno
plasméatico (concentracion entre 1,5 y 2 uM) es activado, la plasmina formada seria
neutralizada inicialmente por la ap-antiplasmina (concentracion aproximadamente 1 uM),
hasta su saturacion, a partir de este momento, el exceso de plasmina seria neutralizado por la

op-macroglobulina. A pesar de que, en teoria, la presencia de a,-macroglobulina podria suplir
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un déficit de ap-antiplasmina, la velocidad de inactivacion a través de la a.,-macroglobulina es
tan lenta, que los pacientes con un déficit congénito de a-antiplasmina, presentan un cuadro
hemorragico importante, similar al encontrado en pacientes con hemofilia grave.
Recientemente se ha descubierto una molécula que juega un papel muy importante como
conexion del sistema de la coagulacion y el sistema fibrinolitico. Es el llamado TAFI
(Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor) o procarboxipeptidasa B plasmatica, del que
hablaremos en méas profundidad mas adelante (29).

La Activacion y regulacion de la fibrinolisis fisioldgica es un proceso en el que participan
muchos factores. En condiciones de normalidad sélo un 20% del plasmindgeno circula libre en
el plasma. EI 50% del plasminogeno forma un complejo disociable con laHRG (glicoproteina
rica en histidina), y alrededor de un 15% forma complejos disociables con la a,-antiplasmina.
El resto, aproximadamente un 15%, circula unido al fibrindgeno. Este equilibrio se mantiene
con concentraciones plasmaticas del plasmindgeno, y de los otros componentes citados, dentro
del rango de la normalidad. Asi pues, al formarse fibrina dentro del arbol vascular, ésta
contiene plasmindgeno, el cual se halla unido a la fibrina por una o més regiones denominadas
lysine-binding-sites (LBS), que poseen una elevada afinidad por los residuos lisina.

Por estimulos todavia mal definidos, (hipoxina local, estrés, ejercicio fisico, desmopresina, etc)
las células endoteliales proximas al coagulo o trombo liberan activadores del plasminégeno
tipo t-PA, u-PA. Dichos activadores, sobre todo el t-PA, tienen una gran afinidad por la fibrina
(unas 100 veces superior a la del fibrindgeno) y practicamente no interactian con el
plasmindgeno circulante sino sélo con el que se halla unido a la fibrina por sus LBS. En estas
condiciones, estos activadores transforman el plasmindgeno en plasmina en la superficie del
trombo. Dicha plasmina no es inhibida por la ay-antiplasmina, inhibidor especifico de la
misma, por poseer sus LBS ocupados por la fibrina. De esta forma se genera plasmina en el
interior del trombo y éste es degradado. Cuando este hecho se produce y la plasmina se libera
de la fibrina, inmediatamente es inhibida en el medio plasmatico por la a-antiplasmina.
Esta activacion de la fibrinolisis, localizada en el punto donde se halla la fibrina, esta sujeta al
influjo de diversos moduladores. EI PAI-1 liberado durante la activacion de las plaquetas o
secretado por las propias células endoteliales probablemente contribuye a la estabilizacion del
trombo a través de la inactivacion del t-PA libre. En la Figura 1 se esquematiza de forma

global los procesos de activacion e inhibicion del sistema fibrinolitico.
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ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA ARTERIAL

Los trombos pueden formarse en cualquier localizacion del sistema cardiovascular, incluyendo
las venas, las arterias, el corazén y la microcirculacion. Las complicaciones de la trombosis
estan ocasionadas por los efectos de la obstruccion del vaso o por embolizacion a distancia de
material trombético y, con menor frecuencia, por consumo de factores hemostaticos. La
trombosis arterial normalmente se asocia a patologia vascular previa, fundamentalmente la
aterosclerosis (8). La trombosis arterial produce manifestaciones clinicas causadas por la
isquemia tisular, por obstruccion o por embolizacion en la microcirculaciéon distal. Los
trombos intracardiacos se forman sobre las valvulas lesionadas o inflamadas, en el endocardio
adyacente a una zona de infarto de miocardio, en una cavidad cardiaca discinética o dilatada o
en valvulas protésicas o dispositivos endovasculares. Suelen ser asintomaticos si permanecen
dentro del corazon pero pueden causar importantes y desastrosas complicaciones si embolizan
en la circulacion sistémica. La trombosis diseminada en la microcirculacion es una
complicacion de la coagulacion intravascular sistémica. Los microtrombos pueden producir
necrosis isquémica o0 hemorragias por consumo de plaquetas y factores de coagulacion (30-33).
Los trombos estan formados por fibrina y células sanguineas. La proporcién relativa de un tipo
y otro de células y de la fibrina est4 influida por factores hemodinamicos. Por ello, las
proporciones son diferentes en los trombos arteriales 0 venosos. El trombo arterial se forma en
un ambiente de alto flujo y esta formado principalmente de filamentos de fibrina y plaquetas.
El trombo venoso se forma en areas de estasis y esta compuesto por hematies entremezclados
con fibrina y relativamente pocas plaquetas.

A medida que envejecen, los trombos cambian estructuralmente. Los leucocitos acuden
atraidos por factores quimiotacticos liberados por las plaquetas o por fragmentos de proteinas
plasmaticas y se incorporan al trombo. Los agregados de plaquetas son reemplazados
progresivamente por fibrina, la cual es eventualmente digerida por los enzimas fibrinoliticos
liberados por los leucocitos y las células endoteliales. EI trombo arterial se suele formar en
zonas de flujo alterado y en los lugares de ruptura de placas de aterosclerosis que exponen el
subendotelio trombogénico a las plaquetas y a los factores de la coagulacion. Ademas la
ruptura de la placa puede producir una estenosis adicional por hemorragia intraplaca. Cuando
el flujo es rapido, el trombo puede ocluir parcialmente el vaso o embolizar a distancia. Cuando

el flujo es bajo y el grado de estenosis importante, o si el estimulo protrombdtico es muy
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intenso, el trombo puede ser totalmente oclusivo. Los trombos no oclusivos pueden ser
incorporados a la pared vascular y producir una aceleracion del crecimiento de las placas de
ateroma. (Figura 3) (32). La patogenia de la trombosis puede ocurrir cuando existe un fracaso
en el balance entre los factores trombogénicos y los mecanismos antitrombaticos protectores.
Los factores protromboticos son: 1) alteracion de las células endoteliales; 2) pérdida del
endotelio y exposicion del subendotelio; 3) activacion de las plaquetas por interaccion con
agonistas circulantes o con el colageno subendotelial; 4) activacion de la coagulacion; 5)
inhibicion de la fibrinolisis; y 6) estasis.

La trombosis arterial esta intimamente relacionada con la aterosclerosis. En una primera fase,
se produce el desarrollo de las placas de ateroma, en la que estan implicadas la proliferacion de
musculo liso y el acimulo de lipidos en la intima. Esto produce un estrechamiento de la luz de
los vasos y puede causar obstruccion cronica al flujo. Esto es lo que ocurre por ejemplo en la
angina estable. En una segunda fase, la placa de ateroma puede volverse inestable, fisurarse,
sufrir hemorragias intraplaca, y producirse una trombosis sobre la placa. Esto lleva a los
sindromes isquémicos agudos como el infarto de miocardio, la angina inestable, la muerte
subitay el ictus isquémico. La aterosclerosis es una enfermedad de la intima de las arterias de
mediano o gran calibre, del tamafio de las arterias coronarias o cerebrales hasta la aorta. No
afecta a arterias de menos de 300 um de diametro que estan dentro de los Organos. La
afectacion de la intima es parcheada, no difusa, llevando a la formacidn de placas facilmente
visibles macroscopicamente. La localizacion de las placas esta determinada probablemente por
la interaccion de fuerzas hemodinamicas sobre la superficie endotelial. Las lesiones mas
tempranas se producen en las zonas de poca tasa de cizallamiento, que son zonas de maxima
adhesion de leucocitos y de transferencia de lipidos. Las placas estan formadas
fundamentalmente por proteinas constituyentes del tejido conectivo (colageno, proteoglicanos,
elastina) producidas por las células musculares lisas, que han migrado desde la media a la
intima. Ademas, las placas tienen lipidos procedentes del plasma bien libres o en el interior de
células espumosas. El interior de las placas es muy rico en factor tisular. Esto es importante en
los procesos de inestabilizacion de la placa ya que su exposicion a la sangre es muy
trombogénica. Recientemente se esta reconociendo el importante papel que tiene la
inflamacién en las complicaciones de las placas de ateroma. Las células espumosas son

macrdfagos activados capaces de liberar IL-1y TNF. Estas citocinas incrementan la expresion
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de moléculas de adhesion y favorecen la migracion de monocitos dentro de la intima y
favorecen la expresion de TF. Recientemente se sospecha que agentes infecciosos como
clamidias o citomegalovirus, pueden estar relacionados en la inestabilizacion y complicacion
de las placas. El curso clinico de los pacientes con aterosclerosis esté jalonado por episodios
agudos de infarto de miocardio, angina inestable, ictus o incluso muerte subita. Existen
pruebas abundantes de que estos episodios estan desencadenados por trombosis sobre placas
aterosclerdticas. Existen factores precipitantes de trombosis sobre placas de ateroma. En la
cuarta parte de los casos, los trombos se sobreponen a la placa sin que en ella existan cambios
recientes, pero en la mayoria de los casos existen lesiones profundas en la placa como
desgarros que se extienden desde la luz vascular a lo mas profundo de la intima. Esto hace que
esté expuesta una mayor cantidad de colageno y de TF que iniciarian la trombosis, y el trombo
se iniciaria en el interior de la placa, inflando la placa y haciendo que se ocluya mas
rapidamente la luz. El tamafio de los desgarros que se ven en las placas oscila entre fisuras
microscopicas Yy lesiones visibles a simple vista. Incluso puede desprenderse la parte que
recubre el ndcleo de la placa produciéndose una ulceracion. El interior de la placa es
intensamente trombogenico, ya que es capaz de activar las plaquetas y la coagulacion. La
ateroesclerosis es, por tanto, una enfermedad sistémica con gran componente inflamatorio, que
envuelve a la intima de las arterias medianas y grandes. El endotelio juega un papel muy
importante, y se conoce que los factores de riesgo cardiovasculares alteran la funcion
endotelial y pueden desencadenar aterosclerosis sin la necesidad de alteracion de la capa
endotelial (32,33). El endotelio regula la produccién de factores protrombéticos y

antitrombaoticos(Figura 3)
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Figura 3. Propiedades antitrombdtica y antiaterogénicas del endotelio. Existe una clara
predileccion de las placas de ateroma por determinadas ramas de las arterias, lo que indica la
importancia de las condiciones reoldgicas de la zona. Una disfuncion endotelial genera un
ambiente proaterogénico favoreciendo la formacién de aterosclerosis y complicaciones
tromboticas. Se produce un reclutamiento de células endoteliales dentro de la pared vascular, y
el inicio de la placa ateromatosa.

Los monocitos y los macréfagos juegan un papel muy importante en el desarrollo de placas
vulnerables. Este tipo de placas, que estdn compuestas normalmente por un nucleo lipidico
abundante separada del la luz vascular por una capa gruesa fibrosa, son particularmente débiles
y con capacidad de ruptura. Las plaquetas y las células endoteliales pueden ser una fuente y
también la diana de muchos mediadores inflamatorios. Tres factores importantes determinan la
vulnerabilidad de la capa: la llamada capa fatigada (circumferential wall stress), las
caracteristicas de la lesion como la localizacion, tamafio y consistencia, y las caracteristicas del
flujo sanguineo. Sin embargo la ruptura de la placa, no es un proceso puramente mecanico. Las

células inflamatorias activadas se detectan en las areas de ruptura y son capaces de secretar
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enzimas proteoliticas como las metaloproteasas. Los macrofagos parecen ser una fuente de
factor tisular circulante. La trombogenicidad de la lesion ateromatosa se correlaciona con el
contenido de factor tisular. Un hecho que lo corrobora es que la inhibicion del factor tisular
local reduce dicha trombogenicidad. En la diabetes, la hiperlipidemia y los sindromes
coronarios agudos se han objetivado altos niveles de factor tisular circulante. También parecen
existir microparticulas circulantes con actividad procoagulante.

La aterotrombosis es el fendmeno final responsable del inicio de los sindromes coronarios y
cerebrales agudos. Una vez que se produce la ruptura de la placa, se produce la formacion del
trombo, y la severidad del sindrome dependera de la estabilidad del trombo y de la zona donde
se sitle. Ademas, sucesivas rupturas de la placay formacion de trombos asintomaticos pueden
ser responsables de la progresion de la lesion. Una vez que la placa se rompe, la predisposicion
anivel local y sistémico son los factores que finalmente dan lugar a la formacion del trombo, y
la aparicién de los sindromes arteriales agudos. Los factores locales incluyen las caracteristicas
reoldgicas y la composicion de la placa. La ruptura de placas ricas en lipidos facilita la
interaccion entre el factor tisular y la sangre, desencadenando la activacion de la coagulacion,
la generacion de trombina, y la formacion del trombo. La composicion de la placa puede media
también la activacion plaquetar. Los altos niveles de tromboxano A; en los sindromes
coronarios agudos apoyan el papel de las plaquetas en la aterotrombosis.

Resumiendo, la aterosclerosis puede contemplarse como una enfermedad compleja, en la que
genes polimorficos que actian como modificadores de respuesta en situaciones de riesgo
ambientales (dieta, tabaco, ejercicio,...) 0 en situaciones de riesgo fisiopatoldgicas.

Las interacciones entre genotipo y fenotipo son complejas como consecuencia de la pleiotropia
(un gen puede influir diversos fenotipos), la variacion con la edad, la seleccion por la letalidad
de la enfermedad y las interacciones entre los genes y ambiente. (Figura 4)

Dentro de la enfermedad tromboembdlica arterial, encontramos dos importantes fenotipos, los
sindromes coronarios agudos y la enfermedad cerebrovascular isquémica. Siendo, sin duda,
una de las mayores causas de morbimortalidad en los paises llamados “desarrollados”, y que se

han extendido como una verdadera pandemia de nuestro siglo.
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Figura 4. Esquema de la enfermedad tromboembdlica como enfermedad compleja, resultado
de la interaccion entre factores genéticos, ambientales que interacttan con diversos factores de
riesgo cardiovasculares, fenotipos plasmaticos intermedios plasmaticos o vasculares que dan

lugar bien al desarrollo de enfermedad coronaria aguda o enfermedad cerebrovascular
isquémica.
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SINDROMES CORONARIOS AGUDOS

La angina inestable y el infarto de miocardio son 2 de los sindromes coronarios agudos
causados por la ruptura o inestabilidad de las placas de ateroma, resultado de la aterosclerosis y
finalmente, de la aterotrombosis en las arterias especialmente afectadas. La ruptura de la placa
vulnerable y la formacion de trombos, parecen ser los mecanismos etiopatiogénicos mas
plausibles a la hora de explicar el sindrome coronario agudo, y no la simple progresion de la
oclusion de la placa y por tanto de la arteria. La existencia de factores de riesgo, tales como la
hipercolesterolemia, y la interaccion de fenémenos inflamatorios y procoagulantes, serian
factores desencadenantes de la oclusion del vaso sanguineo, y por tanto favorecerian la

transicion de placa estable a inestable (32).

ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR ISQUEMICA

Dentro de la enfermedad cerebrovascular existen 2 subtipos, el isquémico y el hemorragico.
Dentro de los accidentes isquémicos encontramos 4 entidades diferenciadas basicamente por la
etiopatogenia o por la cronologia de su presentacion clinica. Existen varias maneras
consensuadas de clasificar dicha enfermedad, aunque la més utilizada se basa en el estudio,
TOAST (34,35). Se distinguen 5 subtipos:

-Ateroesclerosis de grandes vasos, con una proporcion del 25% del total.

-Enfermedad oclusiva de pequefios vasos ( También denominada infarto lacunar), con una
proporcién del 25%.

-Enbolismo de origen cardiaco, con una proporcion del 25 % de la prevalencia total.
-Enfermedad cerebrovascular isquémica criptogénica, que constituye el 20% o mas de los
casos.

-Existe un 5% de casos que se asocian a enfermedades sistémicas, como enfermedades Moya-
Moya, vasculitis,...

Es importante tener en cuenta que hasta un 20% de los casos no se conoce la etiologia, es
decir, no se puede detectar aterosclerosis ni enfermedad cardioldgica. En el resto de los casos
parece que la aterosclerosis es una parte fundamental en su desarrollo, aunque no parece ser la
Unica causa. Por ello, esta enfermedad, a pesar de que se conoce bastante sobre su forma de
presentacion, de su diagnostico y tratamiento, todavia forma parte de un fenotipo

complejo.Existen diversos fenotipos intermediarios, como factores locales o alteraciones de
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factores de la coagulacion, cuyo papel etiopatiogénico todavia no se conocen. Conocer el
papel de estos fenotipos intermediarios, nos ayudaran a conocer porque unas personas

traspasan el umbral entre no-enfermedad a enfermedad.
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FACTORES DE RIESGO TROMBOTICO EN LA ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA ARTERIAL

En la enfermedad tromboembdlica arterial y venosa, como veremos mas adelante, existen
proteinas plasmaticas y mutaciones o polimorfismos en el DNA, que se han relacionado con el
riesgo de padecer trombosis (36-40). Diversos estudios han investigado el papel de
alteraciones en genes relacionados con la hemostasia asi como diversos factores hemostaticos
en pacientes con enfermedad trombotica arterial. La identificacion de biomarcadores dentro de
los factores hemostaticos, 0 marcadores genéticos, es de gran importancia para el conocimiento
de la fisiopatologia de la enfermedad tromboembolica. Ademas permitiré establecer el perfil
cardiovascular protrombdtico de cada individuo, y consiguientemente poder llegar a
desarrollar terapias personalizadas en un futuro no muy lejano. Como ya se ha mencionado, la
enfermedad cardiovascular es una enfermedad compleja, y en los Gltimos afios se ha avanzado
mucho en el conocimiento de las bases genéticas y el papel de diferentes fenotipos
intermedios, como el factor VII, en la susceptibilidad de desarrollar trombosis. Estos
marcadores, solos 0 en combinacion, estan asociados con el fenotipo “enfermedad”, y su
presencia confiere un alto nivel de probabilidad de enfermedad, tienen un alto poder
predictivo, y por tanto pueden ser Utiles para establecer el pronostico y la respuesta al
tratamiento. Hay diferentes maneras de enfocar la busqueda de marcadores genéticos y existen
diferentes estrategias para localizarlos y establecer el riesgo de enfermedad tromboembdlica
asociado a dichos marcadores. La mayoria de las enfermedades complejas o multifactoriales se
han considerado como una variable discreta, dicotémica, con 2 posibles estados: enfermo o no
enfermo. Pero la aplicacién de la moderna genética de las enfermedades complejas ha
permitido interpretar la predisposicion de cada individuo a padecer una enfermedad como una
variable continua de riesgo, es el concepto de susceptibilidad o liability de desarrollar la
enfermedad. Esta variable es un fenotipo complejo, que no se puede medir directamente, pero
se puede deducir a partir de modelos matematicos. El conjunto de genes responsables y las
diferentes interacciones determinan la susceptibilidad genética. Aquel sujeto que sobrepase el
umbral del gradiente de susceptibilidad, manifestara el fenotipo complejo o enfermedad. En
otras palabras, lo que esta regulado genéticamente es la predisposicion a padecer una

enfermedad, no la enfermedad en si misma. De ello se desprende que la mayoria de las
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enfermedades no siguen un modelo de herencia monogénica mendeliana, sino que siguen un
patrén de herencia oligogénica o poligenica, y son multifactoriales (2,3,41).
Tradicionalmente, el disefio y la metodologia empleada para abordar el estudio de las
enfermedades cardiovasculares se basaban en el estudio de factores de riesgo mediante los
estudios de asociacion con cohortes o de caso-control. Estos estudios han sido ampliamente
utilizados en la literatura médica, generalmente utilizando marcadores genéticos en genes
candidatos . En funcidn de los resultados se establece la relacion de este factor con el riesgo a
padecer la enfermedad. Pero, esta asociacion no implica causalidad. Estos tipos de estudios, a
priori, no son adecuados para establecer causalidad de las variantes genéticas con el desarrollo
de laenfermedad, aungue son Utiles tanto para la identificacion de factores de riesgo como son
factores ambientales o fenotipos intermedios tipo factores hemostaticos plasmaticos. Debido a
la accesibilidad de la realizacion de estos estudios de asociacion con marcadores genéticos de
genes candidatos, se han generado una gran cantidad de resultados variables y muy
contradictorios, lo que ha generado una gran confusion en el ambito de la medicina (41,42).
Gracias a los avances y a la sofisticacion de la estadistica genética y capacidad computacional,
se han desarrollado modelos matematicos mas eficaces y muy potentes para la diseccion
genética de rasgos cuantitativos complejos. La metodologia que se utiliza se basa en la
genética de rasgos cuantitativos en estudios familiares.

Los efectos genéticos se cuantifican en términos de heredabilidad (h%), que se define como la
proporcion de la variancia en un fenotipo atribuible a los genes. La estimacion de la
heredabilidad es indispensable para posteriormente intentar localizar los genes implicados. Los
métodos estadisticos se basan en el analisis de los componentes de la variancia. Una vez que se
demuestra que el fenotipo tiene una alta heredabilidad, el siguiente paso es encontrar los loci
que contienen genes que influyen en la variabilidad del fenotipo. Estos loci son los llamados
QTL (quantitative trait loci). La metodologia estadistica para localizar QTL se basa en los
andlisis de ligamiento para rasgos cuantitativos. Los estudios de ligamiento permiten demostrar
la cosegregacion dentro de una familia de una enfermedad y de las variantes genéticas
responsables. Permite no sélo localizar el QTL responsable del fenotipo observado, bien
enfermedad bien un fenotipo intermediario, sino también permite estimar la variabilidad
fenotipica atribuible a ese QTL en la poblacion estudiada. Por ello, y a diferencia de los

estudios de asociacién genéticos, permiten detectar genes desconocidos causantes de
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enfermedad, y establecer relaciones de causa-efecto. En la busqueda del QTL, tras localizar la
posible regién cromosdémica candidata, existen diferentes estrategias para continuar explorando
la zona candidata. Dependeréa de si en la region a estudiar existe algun gen candidato conocido
0 no, que pueda ser responsable de la sefial de ligamiento con el fenotipo a estudio. Si no
tenemos ningln gen candidato dentro de la region estudiada, se puede utilizar el analisis de
desequilibrio de ligamiento y posteriormente realizar la secuenciacion de la zona para localizar
el gen. Si por el contrario, tenemos alglin gen candidato en la region, la tarea puede ser mas
facil. Pero, a pesar de ello, antes de aceptar dicho gen candidato ha de ser sometido a un
riguroso proceso de evaluacién, que implica inicialmente la completa secuenciacion del gen
para detectar todos los posibles polimorfismos o variantes alélicas funcionales. A partir de
aqui, se necesitaran estudios de asociacién que demuestren la correlacién entre los
polimorfismos funcionales y la variabilidad fenotipica, y posteriormente establecer su
funcionalidad. Ello se conoce como Gendmica Funcional. Actualmente el Proyecto Genoma
Humano ha permitido localizar una gran cantidad de genes ubicados en diferentes regiones, y
que se podran utilizar posteriormente para conocer su funcion (2,3,42).

En nuestra Unidad se comenzé en el afio 1995,el Proyecto GAIT ( Genetic Analysis of
Idiopathic Thrombophilia). El Gltimo objetivo de este proyecto es la localizacion de los genes
que influyen sobre los fenotipos de la hemostasia y sobre el riesgo de enfermedad
tromboembdlica. La muestra se compone de familias extensas, por definicion con 3 0 mas
generaciones 'y con mas de 10 miembros por familia. En total, 21 familias y 398 individuos. A
todos estos individuos se les realiz6 una bateria de analisis plasmaticos de 45 fenotipos
relacionados con la coagulacidn, la fibrindlisis, el metabolismo lipidico y de la homocisteinay
otra bateria de marcadores genéticos. Pare ello se siguieron dos estrategias, el analisis de genes
candidatos y el andlisis global del genoma. Dentro de los genes candidatos, se realizaron
marcadores genéticos completamente ligados a genes conocidos que codifican para proteinas
de la hemostasia. Se incluyeron también polimorfismos dialélicos asociados con la trombosis
como es el dimorfismo 46 C/T en el gen estructural del factor XI1 (2,3,43).

Todos los fenotipos estudiados fueron cuantitativos y continuos, es decir, son fenotipos
complejos. En la mayoria de ellos se observo que existia una importante base genética. Por
ejemplo, el componente genético del tiempo de la coagulacion que explora la via intrinseca

(TTPa) es de un 83%. Y en la mayoria presentaban valores superiores al 40 %. Un importante
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hallazgo, fue el analisis de la trombosis como un fenotipo muy particular: el riesgo o
susceptibilidad de trombosis tanto arterial como venosa. La heredabilidad de este fenotipo es
alta, de un 61%=16. Este resultado implica que el 61% de las causas de un episodio de
trombosis se debe a la estructura genética del individuo, y es la primera cuantificacion del
componente hereditario de esta enfermedad. Otro dato relevante, es el concepto de que tanto la
enfermedad tromboembdlica arterial como venosa comparten parte de la base genética. Por
ello muchos de los marcadores genéticos pueden tener efecto en el desarrollo de la enfermedad
tromboembdlica (2,3).

Ante el problema arrastrado durante décadas en la investigacién médica, y para evitar el mal
uso Yy las posibles falsos positivos y negativos derivados de los estudios de asociacion que
utilizan marcadores genéticos, se han publicado recientemente 2 editoriales que establecen los
pasos a seguir a la hora de realizar estudios de asociacion con polimorfismos genéticos (44,45).
Las recomendaciones a seguir incluyen:

1-La heredabilidad del fenotipo a estudio debe haber sido establecida, a menos que exista
evidencia de que ese fenotipo esta influido por factores genéticos.

2-La eleccion del marcador genético a estudio, debe basarse en una hipétesis a priori
establecida, y siempre con argumentos bien posicionales o funcionales.

3-En los estudios caso-control, los sujetos deben de ser incluidos si proceden del mismo origen
étnico y geogréfico, y evitando otras posibles covariables confusoras, como indicadores
sociales, etc.

4-Si el estudio no se disefio primariamente para establecer una asociacion, los datos se deben
replicar en una poblacién independiente, o bien se deben realizar estudios funcionales in vitro.
Si no es posible, se debe argumentar en la discusion la necesidad de validar los resultados en
muestras independientes.

5-Las asociaciones se deben establecer en términos estadisticos tales como el efecto estimado
y medidas tales como odds ratio y los intervalos de confianza. Si se utilizan los valores de P, la
hipétesis y los resultados en funcidn de las diferentes correcciones deben de ser explicadas.
6-No sélo se deben publicar asociaciones positivas, porque ello lleva a resultados sesgados.
Por ello se deben publicar los resultados negativos, sobre todo si existen ya datos de
asociaciones positivas. En cualquier caso los autores deben ilustrar el poder de sumuestray el

efecto negativo que ha servido para excluir la asociacion.
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7-La publicacion de asociaciones si ya son conocidas, debe basarse en la aportacion de nuevos
aspectos cientificos.

Otro concepto importante, a tener en cuenta es la existencia y el conocimiento de las posibles
interacciones gen-gen y gen-ambiente, aunque por el momento apenas existe informacion
sobre estas interacciones. La interaccion gen-ambiente es un ejemplo de la variabilidad de la
respuesta bioldgica a los factores ambientales tanto externos como internos, como seria el
tabaco o la comidarica en colesterol, en funcion de las diferentes variaciones genéticas de cada
individuo. Este concepto, toma mayor relevancia, cuando se habla de enfermedad
tromboembdlica arterial. Factores como la dieta, el estrés, el tabaco y otros factores de riesgo
ambientales, como los anticonceptivos orales, pueden hacer que la balanza hemostatica se
incline a favor de la interaccion con los genes de algunos individuos relacionados con la
susceptibilidad de desarrollar trombosis, y finalmente, dar lugar a enfermedad. Se conoce la
importancia de estos factores gracias a estudios epidemiolégicos, pero lo que todavia no se ha
podido dilucidar es la respuesta biologica de los diferentes genes a los factores ambientales. Es
sin duda, un campo a explorar en los préximos afios, y que nos ayudara a desarrollar campafias
de Salud Publica e individuales, basadas en el conocimiento cientifico de la carga geneética
protrombotica de cada individuo y su respuesta bioldgica a la exposicién de los diferentes

factores de riesgo ambientales.

FACTORES BIOLOGICOS DE RIESGO TROMBOTICOS (GENETICOS Y
PLASMATICOS)

Existen infinidad de estudios de asociacion de polimorfismos y fenotipos hemostéaticos con el
riesgo de enfermedad tromboembdlica y algunos fenotipos intermedios como serian la
aterosclerosis de la carétida. En cuanto a los factores hemostaticos, estos se consideran
fenotipos intermedios, y por tanto, su estudio y relevancia en la susceptibilidad de la
enfermedad tromboembdlica son muy importantes. Tanto establecer si son niveles altos como
bajos, los que se van a relacionar con la enfermedad nos permitird conocer la etiopatogenia.
Por supuesto existen muchos en la literatura, aunque sélo hablaremos de los mas comiunmente
aceptados (46-55). Entre ellos a pesar de que los resultados en los diferentes estudios de
asociacion son contradictorios, se encuentran:

Polimorfismos en genes que codifican glicoproteinas de membrana plaguetar.
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Glicoproteina la-lla.

El polimorfismo C708T se ha asociado en diferentes estudios al riesgo de enfermedad
tromboembodlica arterial. Otro polimorfismo recientemente estudiado es el Glu505Lys, aunque
se relaciona con enfermedad vascular no se ha demostrado correlacion funcional.
Glicoproteina Ib-V-1X.

Se han descrito 2 polimorfismos, el HPA-2 pertenenciente al sistema de los aloantigenos y el
polimorfismo VNTR (variable number of tamdem repeat), aunque existen resultados
contradictorios en los diferentes estudios de asociacion. Otro polimorfismo se ha descrito en la
secuencia Kozak de la Gplb, un dimorfismo T/C en el nucleétido B5, aunque el papel en la
enfermedad tromboembdlica todavia esta por esclarecer.

Glicoproteina Il1b-Il1a.

Se han descrito varios polimorfismos. Uno de ellos se encuentra en el gen de la Gpllla, el
polimorfismo T155C, otro es el polimorfismo PLA2 que se ha relacionado més con el riesgo
de enfermedad cerebrovascular isquémica. El polimorfismo Gpllb Ile-843Ser también se ha
relacionado con el riesgo de infarto agudo de miocardio.

Factores de la Coagulacion

Fibrindgeno

El fibrindgeno se ha relacionado con bastante consistencia y en repetidos estudios con el riesgo
de tromboembolismo arterial, aunque con la venosa esa asociacion no parece confirmarse. El
fibrindgeno se incrementa con la edad y en fumadores. También los exfumadores muestran
niveles superiores. Otras situaciones que incrementan los niveles de fibrindgeno son las
siguientes: embarazo, menopausia, anticonceptivos hormonales, obesidad, hipercolesterolemia,
diabetes, estrés, estacional (invierno), y la infeccion , y tanmbién factores hereditarios como el
polimorfismo G455A en el promotor del gen de la cadena (3 del fibrindgeno. Puede disminuir
con el ejercicio fisico y el consumo moderado de alcohol. Los niveles de fibrindgeno aumentan
crénicamente en presencia de factores de riesgo vascular y de manera aguda en respuesta a la
lesidn, cirugia, infecciones e infartos. También es el principal cofactor en la agregacion
plaquetaria mediante la unién a su receptor en la superficie de las plaquetas, la glicoproteina
[1b/1la.

Diversos trabajos han mostrado que el fibrindgeno esté asociado a cardiopatia isquémica de la

misma manera que los niveles de colesterol y que también esta elevado en pacientes con ictus
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isquémico y con enfermedad arterial periféricos. Estudios prospectivos han confirmado que el
fibrindgeno es un factor de riesgo primario de enfermedad cardiovascular en individuos
considerados sanos. Los niveles elevados predisponen a eventos fatales y no fatales. Asi, los
individuos con niveles en el tercio superior de la distribucion tenian mas riesgo de problemas
cardiovasculares que los del tercio inferior. El incremento de fibrindgeno parece aumentar el
riesgo de manera sinérgica con los niveles de colesterol-LDL y la presion arterial. Ademas, la
hipertension y la hipercolesterolemia, sélo comportaron riesgo de cardiopatia isquémica si el
fibrindgeno estaba elevado. En pacientes que ya han sufrido problemas cardiovasculares, los
niveles elevados son indicativos de un incremento de la mortalidad y de las recurrencias. Asi,
también puede considerarse como un factor de riesgo pronostico.

Diferentes polimorfismos o variantes genéticas se han descrito en los tres genes codificantes
localizados en el brazo largo del cromosoma 4. Recientemente, se ha descrito la asociacion de
algunos haplotipos construidos a partir de polimorfismos en los genes estructurales con el
reisgo de infarto de miocardio, aungue esta asocaion es débil, y ni los haplotipos ni los SNPs
(Single nucleotide polymorphisms) estudiados se asociaron a los niveles de fibrindgeno (56)
En el proyecto GAIT se han descrito varios SNPs en el cromosoma 12 dentro del gen TCF1
asociados a los niveles de fibrinogeno, aunque no se ha establecido su posible relacion con el
riesgo de trombosis (57). El papel de otro polimorfismo, el Thr-312Ala, todavia no se conoce,
aunque parece estar relacionado con la region de union con el factor XIlI, y por tanto, parece
que daria lugar a trombos con fibras mas gruesas. También parece estar relacionado con
trombosis venosa y el fenémeno tromboembdlico.

Factor 11

Los niveles altos se han relacionado con el riesgo de trombosis venosa, pero los resultados en
diferentes estudios no permiten establecer un nivel a partir del cual se pueda establecer como
factor de riesgo

El polimorfismo més conocido es el FII G20210A que, ademas de dar lugar a un aumento de
los niveles de protrombina, se asocia con la enfermedad tromboembdlica venosa y arterial.
Esta asociado a un aumento entre 2-3 veces de riesgo de trombosis venosa. Aunque los
resultados han sido contradictorios en funcién de las diferentes poblaciones estudiadas, sobre
todo en relacion a la enfermedad tromboembdlica arterial.

Factor Tisular (TF)
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La secuenciacién de la zona promotora del gen, ha dado lugar a la identificacion de 6 nuevos
polimorfismos, que se distribuyen en 2 haplotipos de igual frecuencia, designados como
1208D y 12081. Aunque estan asociados con los niveles de fibrindgeno, no existe evidencia de
asociacion del genotipo 1208 D/I con la enfermedad trombotica arterial.

Factor V

Se ha estudiado la asociacion de niveles de factor V, funcional y antigénico en pocos estudios.
El factor V funcional se asoci6 con el riesgo de infarto agudo de miocardio en unos trabajos,
mientras que los niveles de factor V antigénico no se asociaron con enfermedad
tromboembdlica venosa en otros. Dentro de los polimorfismos, la mutacién factor V Leiden ha
sido la més estudiada, y ampliamente asociada al riesgo de enfermedad tromboembolica
venosa. No obstante, ni la resistencia a la proteina C activada ni esta mutacion se ha asociado
de manera inequivoca al riesgo de enfermedad tromboembolica arterial.

Factor VII

Los niveles altos de factor VII se han asociado con el riesgo de trombosis, aunque en los
ultimos estudios no se ha confirmado dicha asociacion.

Varios polimorfismos en el gen F7 se han indentificado, e influyen en los niveles de factor VII.
Los mas conocidos son el polimorfismo -402 y la mutacion Arg-353GIn. Aunque el proyecto
GAIT ha demostrado que esta Gltima mutacion esta en desequilibrio de ligamiento con otros
polimorfismos, lo que explicaria los contradictorios resultados de los diferentes estudios de
asociacion. Ademas, en la mayoria de los polimorfismos no se ha podido demostrar su
asociacion con la enfermedad tromboembdlica (58,59).

Factor V111

En cuanto a los niveles de factor VIII, parece que todos los estudios coinciden en asociarlos
con el riesgo de enfermedad tromboembdlica venosa. También existe una asociacion entre los
niveles de factor VIII y el grupo sanguineo, siendo el grupo O, el que mostraria niveles mas
bajos de factor VII1 (60). Sin embargo, en cuanto a la enfermedad arterial, no existe el mismo
consenso. Parece que la deficiencia de factor VIII seria un factor protector de enfermedad
arterial. Y en varios estudios longitudinales, parece que se ha establecido la relacion entre
niveles altos y mortalidad por eventos tromboticos agudos.

Hoy en dia no se han descrito polimorfismos asociados al riesgo de trombosis.

Factor IX
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En varios estudios, los niveles altos del factor X funcional y el antigénico se han asociado con
trombosis venosa (61). Hay pocos estudios en cuanto al riesgo de trombosis arterial. Pero en
un estudio sobre infarto de miocardio se demostré que de la activacion del factor 1X era muy
importante en el desarrollo del trombo. Otro estudio en enfermedad cerebrovascular isquémica
observo que el uso terapéutico en modelos animales de inhibidores del factor 1X mejoraba el

prondstico y la evolucién de la enfermedad.
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Factor X

Se ha comprobado que los niveles de factor X se elevan en el embarazo y con el uso de
anticonceptivos orales. Aunque la relacion entre los niveles altos y la trombosis arterial no ha
sido demostrada. Aungue el estudio LETS establecid que era un factor de riesgo de trombosis
venosa.

Factor XI

El factor X1 tanto funcional como antigénico se han asociado con el riesgo de desarollar
trombosis venosa. En cuanto al sindrome coronario agudo, hay estudios que han encontrado
relacion con los niveles de factor XI. En datos de nuestra cohorte hemos encontrado asociacion
de enfermedad cerebrovascular isquémica en pacientes dislipémicos con niveles altos de factor
X1 (62,63).

Factor von Willebrand

El factor von Willebrand ha sido extensamente estudiado. Todos los estudios realizados
asocian niveles altos de este factor con el desarrollo de enfermedad tromboembdlica arterial,
tanto enfermedad cerebrovascular, como infarto de miocardio, enfermedad arterial periférica, y
muerte subita. En cuanto a la trombosis venosa es un factor de riesgo que pierde poder
estadistico cuando se introducen los niveles de factor VI1II, lo que refleja la importante relacion
entre ambos factores.

Algunos polimorfismos, como el C1234T y el G1051A en el gen estructural que codifica dicho
factor se han asociado con el riesgo de infarto de miocardio, aunque sin duda la asociacion es

muy débil y poco contrastada.

Factor XIlI1

La mutacion FXIII Val-34leu se ha asociado a un efecto protector contra el infarto de
miocardio y el riesgo de recurrencia. Aunque su papel en esta enfermedad todavia esta por
determinar (64).

Factores del sistema anticoagulante natural

Antitrombina, Proteina C y proteina S
La deficiencia de estos inhibidores y las diferentes mutaciones asociadas no se han relacionado
claramente con el riesgo de enfermedad tromboembdlica arterial. A excepcion del riesgo de

enfermedad cerebrovascular isquémico descrito en nifios con dichas deficiencias.
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Trombomodulina

El polimorfismo C2136A se ha asociado con el riesgo de infarto de miocardio. Otros
polimorfismos estudiados, son el Asp-468Tyr y el Ala-25Thr, con diferentes resultados , en
cuanto a su asociacion a riesgo de enfermedad trombotica, en la bibliografia. Otro
polimorfismo potencialmente asociado con el riesgo de tromboembolismo arterial es el
polimorfismo en la region promotora del gen de la trombomodulina (-33 G/A) (65,66).
Tissue-factor pathway inhibitor (TFPI)

La secuenciacion sistematica del gen del TFPI ha dado como resultado la identificacion de
varios polimorfismos, como el Pro-151Leu, Val.264Met, pero no se conoce su relacion con los
niveles de TFPI ni el riesgo protrombdtico.

Receptor endotelial de la proteina C (EPCR)

Se ha identificado recientemente el gen del EPCR, asi como una insercién de 23-pb en el exén
3. Parece estar implicado en el desarrollo de la aterosclerosis, aunque su papel de la
enfermedad tromboembdlica necesita la realizacion de estudios prospectivos.

Proteina Z

Los niveles bajos de proteina Z, un glicoproteina vitamino-k dependiente, se han asociado con
el riesgo de desarrollar enfermedad tromboembdlica, tanto sindromes coronarios agudos como
enfermedad tromboembdlica arterial, aunque esta asociacion no ha sido confirmada en otros
estudios. En cuanto a polimorfismos, se han descrito algunos que se han relacionado con los
niveles de proteina Z, pero no existen estudios sobre su posible asociacion con la enfermedad
tromboembdlica (67,68).

Factores de Sistema Fibrinolitico

Inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1)

La hipofibrinolisis parece estar implicada en la formacion y la progresion de la enfermedad
aterotrombotica. Los niveles elevados de PAI-1 se han implicado como posibles causantes de
hipofibrinolisis, pero no existe consenso en este punto. Recientemente se esta trabajando en
identificar los factores que pueden intervenir en la arquitectura del trombo, ya que se han
identificado trombos con diferente porosidad hacia los factores que intervienen en la
fibrinolisis, lo que podria condicionar la resistencia del trombo a la degradacion.

Varias variantes genéticas en el gen del PAI-1, una VNTR o una insercién/deleccion 4G/5G en
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la region promotora. Esta Gltima se ha relacionado con el riesgo de enfermedad cardiovascular,
que no se ha confirmado en estudios posteriores.

Activador tisular del plasmindgeno (t-PA)

De los muchos cambios en las secuencias de nucleétidos que se han descrito en el gen del t-
PA, el més estudiado es una insercién/deleccion de 311-bp Alu en el intrén 8. Aunque los
resultados de asociacién con los niveles t-PA y la trombosis no fueron muy alentadores, se
buscaron nuevos polimorfismos en desequilibrio de ligamiento relacionados con la liberacion
de t-PA local, el B7351C/T en la region amplificadora, 20 099T/C en el exén 6y 27 445T/A en
el intron 10. Parece ser que en el caso del primero, se ha encontrado asociacion con el riesgo
de infarto agudo de miocardio.

TAFI

Se han descrito varios polimorfismos en el gen del TAFI, 9 en la region promotora, 2 en la
region 3 no traductora (3'UTR) y 3 en la region codificadora. Estan en desequilibrio de
ligamiento y forman principalmente 4 haplotipos. Aunque el estudio de los diferentes
polimorfismos ha demostrado que estan en desequilibrio de ligamiento con otro QTL todavia
desconocido. Solo el polimorfismo Alal47Thr ha mostrado asociacion con la enfermedad

coronaria arterial aungue en otro estudio el alelo 147Thr conferia un efecto protector (71-76).

Anticuerpos antifosfolipidos

Los anticuerpos antifosfolipidos son un heterogéneo grupo de autoanticuerpos dirigidos contra
estructuras fosfolipidicas unidas a determinadas proteinas. La positividad del anticoagulante
lUpico es el factor més relacionado tanto con la trombosis venosa como arterial (77). Otros
anticuerpos mas implicados en trombofilia son los anticardiolipina y los antifosfatidilserina.
Las proteinas que participan son en algunos casos la propia protrombina y en otros la .-
glicoproteina-1. Clinicamente, los pacientes con anticuerpos antifosfolipidos presentan un
riesgo incrementado de trombosis. Se han encontrado positivos en el 4.18% de pacientes con
trombosis venosa. En el caso de que ademas se asocie trombocitopenia autoinmune, livedo
reticularis y pérdidas fetales de repeticion, se habla de sindrome antifosfolipido primario si no
se asocia a ninguna enfermedad subyacente, o secundario en caso de que exista esta

asociacion.
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THROMBIN-ACTIVATABLE FIBRINOLYSIS INHIBITOR (TAFI)

El TAFI es una procarboxipeptidasa, miembro de la familia de las metalocarboxipeptidasas.
Estas enzimas circulan en plasma y también estan presentes en tejidos como el pancreas e
hidrolizan los puentes peptidicos C-terminal. EIl grupo de las carboxipeptidasas consiste en las
serin-carboxipetidasas, las arginin-carboxipeptidasas y las anteriormente mencionadas,
metalocarboxipeptidasas. Dentro de las metalocarboxipeptidasas, se encuentra la Ilamada
carboxipeptidasa N (CPN) y el TAFI (78-88).

Descubrimiento del TAFI

En 1988, ya se constato la presencia de una actividad carboxipeptidasa labil en suero que
interferia en la medida de los niveles de CPN. Esta nueva carboxipeptidasa no tenia actividad
en plasma pero aparecia tras la activacion de la coagulacion en sangre. Era diferente de la CPN
en términos de estabilidad, pH éptimo y especificidad de substrato.

Debido a su gran inestabilidad térmica, se llamo inicialmente CPU (carboxipeptidasa U, U de
“unstable”). Luego debido a su actividad arginin-carboxipeptidasa inducida por la
coagulacion, se denomind CPR, y mas tarde otro grupo en el contexto de otro experimento
descubrieron esta misma enzima con actividad pancreatica similar a CPB, por lo que la
denomind CPB. Wang y colegas constataron finalmente que CPU y CPB eran la misma
enzima. Bajzar y colegas, en 1995, purificaron dicha enzima y demostraron que podia ser
activada por la trombina y que estando activa era capaz de inhibir la fibrinolisis, por lo que la
[lamaron TAFI. Siendo TAFI el zimdgeno, mientras que la forma activa se denomina TAFI
activada o funcional.

Caracterizacion, sintesis y propiedades del TAFI

Se sintetiza en el higado y megacariocitos como un prepropéptido que consiste en 423
aminoacidos. TAFI es una glicoproteina con un peso molecular de 55 KDa.

El gen del TAFI se encuentra en el cromosoma 13q14.11 y contiene 11 exones y tienen una
longitud de 48 kb. La trascripcion se puede iniciar en multiples regiones. Se codifica un
producto de 423 aminoacidos. Pero existe, debido a diferentes mecanismos moleculares,
disparidad en cuanto a la masa molecular. Se conocen 2 isoformas, que funcionalmente son
iguales. En la Figura 5, se puede observar la organizacion del gen del TAFI, la proteina y el
proceso proteolitico. Como la transcripcion se puede iniciar al menos en 9 regiones, la region

5 no-traducible puede estar compuesto desde 9 a 49 bases. Existe una mayor variacion en la

50



M2 Amparo Santamaria Ortiz

longitud de la transcripcion facilitado por 3 regiones de poliadenilizacién que produce
productos de transcripcion de diferentes tamafios en la region 3 no-traducible. Se forma el
Ilamado, Pre-TAFI. En el proceso proteolitico actlia una proteasa que libera la sefial peptidica
y se libera el TAFI del pre-TAFI. La activacion proteolitica del TAFI, por medio de la
trombina- trombomodulina, la plasmina o por liberacion de tripsina da lugar a un péptido de
activacion y la formacion del TAFla. Posteriormente, un cambio conformacional y
potencialmete reversible del TAFIa, resulta en la formacion de un producto inactivo, el
TAFIai. La fragmentacion por medio de la trombina o la plasmina en la posicion Arg302 del
TAFIai, produce una inactivacion irreversible del TAFla.

151 37 15 37 46 65 26 63 21 23
Gene [ HaHBHH sHeH 7 H s H o H1o
74 109 94 203 BR 102

6 125 102 105 111

meNA —ll | [TT T [ [ [ ] ] F—an
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Figura 5. Vision general del geny la proteina del TAFI. El gen del TAFI esta compuesto por
11 exones. A partir del mRNA se sintetiza en higado el PreTAFI, un propéptido compuesto por
423 aminoacidos. La region N-terminal es eliminada por secrecion, y posteriormente se
produce una fragmentacion a nivel de Arg-92 y da lugar al TAFla. Posteriormente se inactiva
por un cambio conformacional , el llamado TAFlia. Por proteolisis a nivel de la Arg-302

mediante trombina se degrada y se producen diferentes fragmentos
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Activacion del TAFI

La activacion del TAFI es catalizada por la plasmina, trypsina y la trombina, y el lugar de
fragmentacion esta en la region Arg92. ElI TAFla exhibe al menos una afinidad 10 veces
inferior por el plasmindgeno, lo que parece indicar que la union al plasmindgeno podria ser
potenciada por el péptido de activacion, aunque el papel fisioldgico de esta interaccion no ha
sido elucidado. La trombina no activa el TAFI y requiere concentraciones elevadas de
alrededor de 500 nmol/L para activar el TAFI en 10 minutos, mediante Hippuryl-Arg
hidrolisis. La activacion del TAFI ocurre simultaneamente a la formacion de fibrina en sangre.
Esta activacion por trombina se potencia con la presencia de trombomodulina. Parece que la
trombomodulina amplifica la eficacia catalitica de la activacion del TAFI dependiente de la
trombina unas 1250 veces. La activacion del TAFI se produce de una forma similar a la
activacion de la proteina C por latrombomodulina, y en dicha activacion estan implicados los
dominios EGF-like del 1 al 6, presentes en la trombomodulina soluble. Pero en el caso del
TAFI, estan implicados los dominios EGF-like del 3 al 6, y del 4 al 6 en la activacion de la
proteina C. Los anticuerpos anti-EGF-like, impiden tanto la activacion del TAFI como de la
proteina C. Estos datos sugieren que diferentes elementos de la trombomodulina, formando un
complejo con la trombina, interacttan con la proteina C y el TAFI, produciendo una mayor
activacion y potenciacion de ambos sustratos. La trombina también contiene diferentes
dominios para mediar la activacién de la proteina C y el TAFIL. Aunque hay diferencias
estructurales en el complejo trombina-trombomodulina en ambos procesos, el modelo muestra
un paralelismo entre ellos y también asegura un equilibrio hemostatico. La trombomodulina
celular y la soluble son capaces de activar al TAFI. Y aunque la trombomodulina celular es la
mas importante en este proceso, la trombomodulina soluble alarga el tiempo de lisis del
coagulo. Otro importante punto a tener en cuenta, es la cantidad de protrombina en plasma,
como la activacion cuantitativa de la protrombina puede darse en el trombo, las altas
concentraciones de trombina pueden tener un papel importante en su activacion. Esta
posibilidad es la que puede dar alguna explicacidon racional a la prolongacién del tiempo de
lisis Xl-dependiente. Ademads, se ha descrito una activacion dosis-dependiente de
trombomodulina, ya que a menor cantidad parece activar al TAFI, mientras que a altas
concentraciones activa a la proteina C. Ambos hechos, explican la paradoja de ambos

procesos, la activacion de la proteina C y del TAFI, por el mismo modelo, ya que dependen de
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diferentes cambios conformacionales y de sus concentraciones en los diferentes lugares del
organismo.

También se produce la activacion del TAFI de manera fisioldgica mediante la plasmina, y es 8
veces mas potente que la trombina, sobre todo en presencia de glicosaminoglicanos como los

encontrados en la matriz extracelular.

Inhibicién de la Fibrinolisis mediante el TAFla

El tiempo de lisis se incrementa en funcion de la concentracién del TAFla,. Con una
concentracion de 10 nmol/L se obtenia la maxima prolongacion y se saturaba el proceso. Dado
que la concentracion de TAFIla en plasma es de 75 nmol/L, es m&s que suficiente como para
inhibir la fibrinolisis. Sin embargo, la concentracion en plasma varia entre individuos. Mosnier
y colegas demostraron en su poblacion una variacion entre el 38% y 169%, dependiendo del
tipo de ensayo utilizado, con una media de 275 nmol/L y que la concentracion de TAFI se
correlacionaba positivamente con el tiempo de lisis. Teniendo en cuenta que el complejo
trombina-trombomodulina activa el TAFI en funcidn de la concentracion, se puede esperar que
la activacion del TAFI también dependa de su concentracién en plasma, lo que puede tener
implicacion en los sindromes hemorragicos y tromboticos.

De esta forma, la trombina generada en la activacion de la coagulacién no solamente es
responsable de la formacién de fibrina sino que también es capaz de protegerla de su lisis
mediante la activacion del TAFI. Una vez activado el TAFI, actGa sobre la fibrinolisis. Se sabe
que la proteolisis de la fibrina, mediada por la plasmina, constituye un potente proceso de
retroalimentacion positiva que aumenta la activacion del plasminégeno. EI TAFIla inhibe la
fibrinolisis mediante una proteolisis de residuos lisina y arginina de la region carboxi-terminal
de la fibrina durante el proceso de lisis, concretamente precisa que la plasmina haya iniciado el
proceso de lisis de la fibrina. Como es conocido, son esenciales para la unién y activacion del
plasmindgeno en la superficie de la fibrina. Asimismo, el TAFla impide la activacion del Glu-
plasminogeno por el t-PA, en presencia de fibrina parcialmente degradada, no en presencia de
fibrina intacta. EI TAFla también inhibe la transformacion de Glu-plasminégeno en Lis-
plasminogeno mediada por la fibrina y la plasmina. El TAFla a concentraciones relativamente
altas inhibe directamente a la plasmina. Asi pues, el efecto antifibrinolitico del TAFIa, reside

en su capacidad de la lisis de los residuos lisina C-terminal de la fibrina, ya parcialmente
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degradada por la plasmina.

Regulacion del TAFI

No se conoce con exactitud como se inhibe el TAFI activo, pero diversos experimentos in
vitro sugieren que la plasmina y la trombina a concentraciones relativamente altas pudieran
inhibirlo mediante una proteolisis parcial de la molécula de TAFIla. Pero en principio parece
que es la misma inestabilidad térmica y conformacional del TAFIla la que regula su acciény su
conversion en TAFIai. La posterior fragmentacion del TAFIai evita su reactivacion de una
manera permanente. También se ha descrito un potente inhibidor del TAFI activo procedente
de la patata (PCI), aunque no se conoce ningun inhibidor natural del TAFI en el organismo

humano.

Papel Fisiopatoldgico del TAFI

El TAFI, al inhibir la fibrinolisis, actia como un procoagulante de forma que su defecto
podria llevar a un estado permanente de fibrinolisis con el consiguiente riesgo de sangrado, y
por el contrario su exceso podria causar procesos trombdticos (71-76,90-96). En modelos
animales a los cuales se les ha inducido una trombosis arterial se ha demostrado que la infusion
del inhibidor PCI junto con el t-PA, incrementa muy considerablemente el efecto trombolitico
del t-PA. También se ha estudiado en modelos caninos con trombosis, la actividad del TAFI
aumenta durante la trombosis y la terapia trombolitica. En humanos existe poca informacion
sobre su accion y papel en diferentes patologias, en parte debido a la dificultad inicial de los
diferentes ensayos utilizados por diferentes grupos. Se ha estudiado en pacientes con leucemia
aguda promielocitica, encontrandose una disminucion de su actividad, cercana al 60% con
niveles normales de TAFI antigénico. En esta entidad se sospecha que esta disminucién de la
actividad del TAFI se debe a la accion de la plasmina, ya que en estos pacientes habitualmente
se detecta una hiperfibrinolisis. También se ha estudiado el TAFI en la angina inestable
encontrandose unos niveles elevados que podrian contribuir a la oclusion de los vasos
coronarios. Este incremento se cree que es debido a un estado inflamatorio crénico detectado
en los pacientes con angina inestable. En pacientes con insuficiencia renal crénica, el TAFI,
tanto funcional como antigénicamente, es absolutamente normal y no presenta correlacion con

los incrementos de complejos plasmina-a.2antiplasmina (PAP), con los complejos trombina-
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antitrombina (TAT) ni con la severidad de la insuficiencia renal. También se ha relacionado
con el riesgo de trombosis venosa. Ademas, parece que no solo tiene accion antifibrinolitica,
en algunos casos se ha descrito como una proteina reactiva, y también se ha relacionado con
sustratos como la bradiquinina, lo que sugiere que también tendria accion sobre el tono
vascular. Estamos por tanto ante una molécula que tiene un papel crucial de puente entre la
coagulaciony la fibrinolisis, y con posibles mecanismos de accion aun desconocidos. Ello nos
conduce a la importancia de profundizar en el posible rol del TAFI en la trombosis asi como
las posibles variaciones en plasma tanto del TAFI antigénico como el funcional o activo en las

diferentes poblaciones.
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POLIMORFISMO 46 C/T DEL GEN F12

El factor XII plasmatico es una serin-proteasa que se sintetiza y libera en el higado. Forma
parte de la fase de contacto que activa la via intrinseca de la coagulacion. Aunque también
juega un papel importante en la fibrinolisis, en la generacion de bradiquinina y en el sistema
del complemento. La activacion de la via intrinseca de la coagulacion se inicia cuando el
plasma entra en contacto con una superficie cargada negativamente como fibras de colageno o
superficies externas como vidrio, caolin etc. El factor XII se activa y el Xlla activa a la
precalicreina. La calicreina formada junto con el quininégeno de alto peso molecular
amplifican la activacién del factor XII que a su vez activa al factor XI, dando lugar a la
iniciacion de la coagulacion a través de la via intrinseca(41,97-108).

El gen estructural del Factor XII contiene 12 kb y esta compuesto de 14 exones. Y esta
localizado en el cromosoma 5q33. Existe una gran variabilidad en la concentracion de factor
X1l plasmatico entre poblaciones y razas, por ejemplo, los orientales presentan
aproximadamente la mitad que los caucésicos. La deficiencia de este factor, produce un
alargamiento del tiempo de tromboplastina activada, y paraddjicamente, no se asocia a
desdrdenes hemorragicos, sino que se ha descrito en individuos con tendencia a enfermedades
tromboembolicas y se denomind enfermedad de Hageman. En 1995, en la busqueda de la causa
genética de la deficiencia de factor XII, se realizé el analisis de la secuencia de nucle6tidos de
una familia japonesa, con deficiencia congénita de factor XI1, que mostraba una sustitucion de
Arg por Pro como responsable de la deficiencia. Se identificé un nuevo polimorfismo, la
sustitucion de citosina por timidina en el exdn 1 del gen del factor XII, localizado en la region
5 no-traducible, cerca del coddon de traduccion ATG, que sugeria que seria un polimorfismo
funcional que afectaria a los niveles de factor XII. En la Figura 6, se esquematiza la estructura
del gen y la secuencia de nucleétidos de la region 5y el exdn 1. Su localizacion, in vitro,
demostré que el alelo 46T reducia la eficiencia de la traduccion a la proteina factor XI1. Se han
postulado dos mecanismos que lo explicarian. El primero se basaba en la creacion de otro
codon de iniciacion ATG, que disminuiria la eficiencia de traduccion y de reconocimiento por
parte de los ribosomas del segundo codon ATG. La segunda explicacion vendria avalada por la
pérdida del consenso de secuencia de Kozak debido al alelo 46T, que sirve como sefial de
iniciacion de la traduccion. Por lo tanto, este polimorfismo, a la vez que reduce la eficiencia de

la traduccion y también regula la concentracion plasmatica del producto de la traduccion. Por
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ello se realizaron estudios en diferentes poblaciones que confirmaron la asociacion entre el
polimorfismo 46 C/T del gen F12 y los niveles de factor XII plasmatico y antigénico. También
se observo que en los orientales la frecuencia de 46T era del 73%, mientras que en lo
caucasicos, la frecuencia del 46C era del 80%. Este fendmeno explicaria las diferencias
raciales de los niveles de factor XII. Dentro del proyecto GAIT (41), se cuantifico la
heredabilidad del factor XI1 que era del 67% y se demostr6 una correlacion significativa con la
susceptibilidad de desarrollar trombosis. Ademas, y como resultado del analisis global del
genoma, se detectaron 2 QTL, uno en el cromosoma 5 y otro en el cromosoma 10. El QTL
localizado en el cromosoma 5g mostraba relacion con los niveles de factor XI1. Teniendo en
cuenta que el gen candidato del F12 se localizaba en esa region, se genotipé el polimorfismo
46 C/T entodos los individuos. Al incluirlo en los analisis, se demostrd que influenciaba en los
niveles del factor XII, y representaba el 40 % de la variancia del factor XII plasmatica.
Adicionalmente, mediante analisis bivariante se correlaciond la susceptibilidad de desarrollar
trombosis y los niveles de XII, y se encontrd evidencia de que este QTL en el cromosoma 5
influenciaba el riesgo de trombosis, mientras que el otro QTL en el cromosoma 10 no mostro
evidencia de influir el riesgo de trombosis. Ademas mediante analisis de ligamiento
condicional, se demostr6 que este polimorfismo era funcional, pero que deben existir otros
QTL en esa region que también influyen los niveles de XI1'y la susceptibilidad de desarrollar

enfermedad tromboembodlica.
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Figura 6. Polimorfismos en el gen F12, incluyendo el polimorfismo 46 C/T. La sustitucion de 46 C por T esta localizada a unas bases del codon

de iniciacion traslacional ATG en el exén 1.
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JUSTIFICACION UNITARIA DEL TEMA

La enfermedad tromboembdlica arterial es una de las enfermedades de mayor morbilidad y
mortalidad en los paises desarrollados. La identificacion de los factores de riesgo asociados al
incremento del desarrollo de esta patologia es de gran importancia, tanto para el conocimiento
de su fisiopatologia como para llevar a cabo prevencion primaria y secundaria. Tanto el TAFI
funcional como el polimorfismo 46 C/T del gen F12 son dos factores que se han relacionado
con enfermedad tromboenbolica venosa, pero no existia informacion sobre su asociacion con la
enfermedad tromboembdlica arterial incluyendo la enfermedad cerebrovascular isquémicay el
sindrome coronario agudo.

Por ello, estudiamos la prevalencia del genotipo 46 C/T del gen F12 y su asociacion con la
enfermedad tromboembélica en 2 estudios de asociacién (caso-control) en poblacion espafiola,
incluyendo pacientes con sindrome coronario agudo y enfermedad cerebrovascular, siguiendo
las recomendaciones de los expertos a la hora de estudiar la asociacion de polimorfismos y
enfermedad, y basandonos en los resultados obtenidos en el proyecto GAIT.

En cuanto al TAFI funcional, y teniendo en cuenta la posible importancia de este nuevo factor
hemostatico en el desarrollo de la enfermedad tromboembolica, Ilevamos a cabo en ambos
estudios de asociacion el analisis del riesgo asociado a los niveles de TAFI funcional para
establecer su posible papel como nuevo biomarcador de riesgo de trombosis. También
analizamos la variabilidad en poblacion espafiola en funcion de la edad, sexo y otros factores

de riesgo cardiovasculares, ya que existe poca informacion al respecto.
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OBJETIVOS

1.Conocer las variaciones del TAFI funcional en funcion de la edad, sexo y factores de riesgo
cardiovasculares convencionales en poblacion espafiola y establecer las correlaciones del TAFI

funcional con diferentes factores de la hemostasia.

2.Existencia de asociacion entre los niveles de TAFI funcional y el riesgo de desarrollar

enfermedad cerebrovascular isquémica y sindromes coronarios agudos.

3.Establecer la prevalencia en la poblacion espafiola del polimorfismo del 46 C/T del gen F12
y la asociacion entre el genotipo del polimorfismo del 46 C/T del gen F12 con los niveles de

factor XII plasmatico.
4.Investigar la asociacion entre el genotipo del polimorfismo del 46 C/T del gen F12 y los

niveles de Factor XII con el riesgo de desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica y

sindromes coronarios agudos.
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Trabajo numero 1.

Association of Functional Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) With
Conventional Cardiovascular Risk Factors and Its Correlation With Other haemostatic
Factors in a Spanish Population. Am J Haematol 2004; 76(4):348-52.

En este trabajo, estudiamos la posible asociacion de los niveles de TAFI funcional en
poblacion espafiola y sus diferencias en funcién del sexo y la edad. Se analizé ademas la
relacion con diferentes factores de riesgo cardiovasculares como el alcoholismo, la diabetes
mellitus, la dislipemia, el tabaquismo y la historia familiar. También se contemplaron las
posibles correlaciones con otros factores hemostaticos como el Factor von Willebrand, Factor
Vllag, Factor VlllIc, Factor Xllc, Factor Xlc, Resistencia a la proteina C activada, proteinaCy
S, antitrombina, fibrindgeno y t-PA antigénica. Se incluyeron 303 individuos, 167 mujeres y
136 hombres. La edad media fue de 53 afios en los hombres y de 48 afios en las mujeres.

En cuanto al sexo y a los diferentes factores de riesgo cardiovasculares no encontramos
diferencias en los valores medios de los niveles de TAFI funcional. Sélo en las mujeres con
edad inferior a 30 afios se observaron niveles de TAFI funcional inferiores a las mujeres de
mayor edad. Las mujeres con dislipidemia presentaron niveles superiores de TAFI funcional.
No se encontrd correlacion entre los niveles de TAFI funcional y los diferentes factores

hemostaticos tras ajustar por edad y sexo.
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Trabajo numero 2:

Risk of Ischemic Stroke Associated With Functional Thrombin-Activatable Fibrinolysis
Inhibitor Plasma Levels. Stroke 2003;34:2387-2391.

El objetivo de este estudio fue evaluar el riesgo de desarrollar un accidente cerebrovascular
isquemico asociado a los niveles de TAFI funcional en plasma.

Se incluyeron 264 individuos, 114 con accidente cerebrovascular isquemico y 150 controles
emparejados en sexo, edad y origen étnico. Se realizo una entrevista que incluia los factores de
riesgo cardiovasculares convencionales como la hipertension arterial, la diabetes, dislipemia,
obesidad morbida, historia familiar de enfermedad tromboembodlica arterial, tabaquismo e
ingesta de alcohol. En cuanto al estudio de marcadores protrombéticos se incluyeron el Factor
V11, anticuerpos antifosfolipidos, fibrindgeno, la mutacion Factor V Leiden y la mutacion
PT20210A del gen de la protrombina.

En los pacientes con niveles de TAFI funcional superiores al 120% se demostré un aumento
del riesgo de desarrollar accidente cerebrovascular isquémico aproximadamente 6 veces

superior.
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Trabajo numero 3:

Risk of Acute Coronary Artery Disease Associated With Functional Thrombin-Activatable
Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) Plasma Levels. Haematologica 2004;89(7):880-1.

La importancia y el papel del TAFI funcional en el desarrollo de la enfermedad
tromboembdlica arterial no se conoce bien. Por ello, realizamos un estudio caso-control para
evaluar el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria aguda asociado a los niveles de TAFI
funcional en plasma.

Se incluyeron 385 individuos, 174 con enfermedad coronaria aguda y 211 controles pareados
en sexo, edad y origen étnico. Se realizd una entrevista que incluia los factores de riesgo
cardiovasculares convencionales como la hipertension arterial, la diabetes, dislipidemia,
obesidad morbida, historia familiar de enfermedad tromboembodlica arterial, tabaquismo e
ingesta de alcohol. En cuanto al estudio de marcadores protrombaticos se incluyeron el Factor
V11, anticuerpos antifosfolipidos y fibrindgeno.

En los pacientes con niveles de TAFI funcional superiores al 126% se demostrd un aumento

del riesgo de desarrollar sindrome coronario agudo aproximadamente 4 veces superior.
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Trabajo numero 4.

Homozygosity of the T Allele of the 46 C/T Polymorphism in the F12 Gene is a Risk Factor
for Ischemic Stroke in the Spanish Population. Stroke 2004; 35:1795-9.

A raiz de los resultados obtenidos en el Proyecto GAIT (Genetic Analysis of Idiopathic
Thrombofilia), en el que se demostraba una heredabilidad del fenotipo Factor XlIc del 67%, y
que el polimorfismo 46 C/T en el exon 1 del gen F12 influia tanto los niveles del factor Xllc
como el riesgo de trombosis, y siguiendo las nuevas directrices establecidas para el estudio de
polimorfismos genéticos en estudios de asociacion, en este trabajo se investigd el riesgo de
accidente cerebrovascular isquémico asociado al polimorfismo 46 C/T del gen del Factor XI|I
en poblacion espafiola.

Se incluyeron 436 individuos, 205 pacientes con accidente cerebrovascular isquémico y 231
controles emparejados por edad, sexo y origen espafiol. Se realiz6 un cuestionario que incluia
la recogida de factores de riesgo cardiovasculares como hipertension, dislipemia, diabetes,
tabaquismo, ingesta de alcohol e historia de enfermedad troboembdlica. En el analisis de los
marcadores protromboticos se midieron los antifosfolipidos, el factor Vllic, el fibrindgeno, y
el factor Xllc. En los resultados se observo una importante asociacion de los niveles de Factor
Xllc en funcion de los diferentes genotipos. El genotipo T/T , ademas de asociarse a niveles
inferiores de Factor XII, también se asocid a un riesgo superior de desarrollar un accidente
isquémico cerebrovascular (OR: 4.1 (95% IC:1.1-15.9). Los niveles de Factor Xl inferiores al

68% se asociaron a un mayor riesgo de accidente isquémico cerebrovascular.
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Trabajo numero 5:

Homogozygosity of the T allele of the 46 C/T Polymorphism in the F12 Gene is a Risk factor
for Acute Coronary Artery Disease in the Spanish Population. Haematologica 2004; 89(7):
878-9.

En este trabajo se investigo el riesgo de enfermedad coronaria aguda asociado al polimorfismo
46 CIT del gen del Factor XII en poblacién espafiola. Se incluyeron 385 individuos, 174
pacientes con enfermedad coronaria aguda y 211 controles emparejados por edad, sexo y
origen espafiol, Se recogieron datos sobre factores de riesgo cardiovasculares como
hipertensién, dislipidemia, diabetes, tabaquismo, ingesta de alcohol e historia de enfermedad
troboembodlica. En el analisis de los marcadores protrombdticos se midieron los
antifosfolipidos, el factor VllIc y el fibrindgeno, y el factor Xllc. En los resultados se observé
una importante asociacion de los niveles de Factor Xllc en funcion de los diferentes genotipos.
Los niveles de Factor XII inferiores a 68% se asociaron a un riesgo superior de desarrollar
enfermedad coronaria aguda (OR:5.1, 95% IC: 1.7-15.5). El genotipo T/T, ademas de asociarse
aniveles inferiores de Factor XII, también se asoci6 a un riesgo 6 veces superior de desarrollar

enfermedad coronaria aguda.
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Association of Functional Thrombin-Activatable
Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) With Conventional
Cardiovascular Risk Factors and Its Correlation With
Other Hemostatic Factors in a Spanish Population

Amparo Santamaria,” Montserrat Borrell, Arturo Oliver, Rosa Ortin, Ruth Forner,
Inmaculada Coll, Jose Mateo, Juan Carlos Souto, and Jordi Fontcuberta
Unit of Heemostesis and Thrombosis, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat Autdnoma de Barcelona, Barcelona, Spam

Qur aimwas to determine the associations of functional thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor (TAFI) levels in plasma with conventional cardiovascular risk factors, sex and
age, and possible correlations with other hemostatic factors in a Spanish population. We
included 303 individuals from a Spanish population. Hemostatic factors such as won
Willebrand Factor, VIl ag, Ve, ¥lc, ¥llc, APCR, protein 5, protein C, antithrombin,
fibrinogen, and t-PA antigen were assayed. The functional TAF| assay was based on
the activation of plasma TAFI with thrombin—thrombomodulin, and the measure of T&Fla
activity on the hippurykArg substrate. There were no statistical differences in mean
values of functional TAF among the varous female age groups or among the different
male age groups, with or without cardiovascular risk factors. Only women younger than
30 years of age showed lower levels of functional TAF] compared to older women. No
differences were found among men of different ages. Adjusted for sex and age, hemo-
static factors did not show a correlation with functional TAF] levels in plasma. Women
with hypercholesterolemia showed higher levels of TAFI; other conventional cardiovas-
cular risk factors did not modify functional TAFI levels either in men or in women. We
also found no correlation of functional TAF] levels mrelated to any other hemostatic
factors. Am. J. Hematol. T6:346-352, 2004. @ 2004 Wiley-Liss, Inc.

Key words: TAFL, hemostatic factors; cardiovascular risk factors

INTRODUCTION

Disturbances in the hemostatic system predispose
and precipitate arterial thrombosis disease [1,2]. One
important factor in this svstem is thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor (TAFT), which has been described
recently [1-4]. Tt circulates as procarboxvpeptidase B,
which is converted into an active form, carboxypepti-
dase U (also called TAFIa), after thrombin cleavage
during coagulation. TAFIa suppresses fibrinolysis by
removing carboxy-terminal lvsine residues from partly
degraded fibrin polymers, preventing the binding of the
fibrinolytic components, plasminogen, and tissue type
plasminogen activator, and thereby limiting plasmin
formation so that TAFIa may function more efficiently
during progressive fibrinolysis [2]. The activation of
TAFI by thrombin implies that the coagulation system
plavs arole in the regulation of fibrinolysis and that any
& 2004 Wiley-Liss, Inc.

disturbance in the generation of thrombin will result in
an increased rate of clot lysis [2]. Activation of TAFI
takes place via both Factor XI-dependent and Factor
X¥l-independent mechanisms. This implies that part of
the thrombin needed for the activation of TAFT may be
mediated by the extrinsic pathway [7]. Another point to
take into account in the activation of TAFT is the role
of the physiological anticoagulant pathway, including

*Caorrespondence  to: [Dra.  Amparo  Santamaria, Unitat
d'Hemostasia i Trombosi, Hospital de 1a Santa Cren i Sant Pan,
Avda. Sant Antoni MY Claret 167, 08025 Baroclona, Spain.
E-mail: mzantamaria@hspsantpan.es

Reczived for publication 14 October 2003; Accepted 14 March
2004

Published online in Wiley InterScience (www.interscienoe wiley.com),
DO 1. 1O ajh 20008

67



M2 Amparo Santamaria Ortiz

Functional TAFI and Hemostatic and Cardiovascular Risk Factors

protein S. protein C. and antithrombin, since these
enzymes also regulate the formation of thrombin
[8-10]. Therefore, TAFI is important in the balance
between coagulation and fibrinolysis. Thus, modifica-
tions of its concentration and the generation of TAFIa
might be involved in thrombotic diseases [5]. Physio-
logical variations of plasma TAFI antigen have been
reported [6], as well as its association with cardiovas-
cular risk factors [5]. An assay for functional TAFI has
been described by Mosnier et al. [3] and is based on the
activation of TAFI with thrombin-thrombomodulin
and the amount of TAFIa activity generated.

Variability of functional TAFI levels in relation to
various physiological states such as age and sex are
not known. Modifications of tunctional TAFTI levels
may be related to conventional cardiovascular risk
factors and thrombotic disease. Thus, it is important
to establish possible interactions between lifestvle and
TAFTI levels and the risk of developing arterial throm-
botic disease [5].

[t is also important to determine the possible cor-
relation of TAFI with other hemostatic factors, since
different coagulation and fibrinolytic factors influ-
ence the activation of TAFI such as Factor XI, pro-
tein C, and others and may allow us to understand
the complex interactions of TAFI with other hemo-
static factors [3.7-10].

To our knowledge, the physiological variations of
functional TAFI levels in plasma related to age and
sex, and its association with cardiovascular risk factors,
as hypertension, diabetes, and family history of arterial
disease have not been reported. No studies have
reported the correlation of plasma functional TAFI
levels with other hemostatic factors. Our aim was to
determine if there were modifications of functional
TAFI levels associated with conventional cardiovascu-
lar risk factors, sex, and age and also if there were a
correlation of other hemostatic factors with functional
TAFTI levels in plasma in a Spanish population.

SUBJECTS AND METHODS

We included 303 individuals, 167 women and 136
men. The subjects were between 20 and 80 years old,
without a personal history of either arterial and/or
venous thromboembolic disease. Pregnant women
and subjects with malignant disorders or with a pre-
vious history of chronic or acute liver disease or
nephrotic syndrome were excluded. The interview
included questions on personal and family history of
cardiovascular diseases and the conventional cardio-
vascular risk factors. We considered such conditions
as hypertension, diabetes, and hypercholesterolemia
only if the individual had ever been diagnosed by a
physician or was currently taking prescription drugs
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for any one or more of these conditions. Alcohol
intake of more than 300 g per week was considered
important. Morbid obesity was defined if weight was
>30% of body mass index. Individuals were consid-
ered as smokers if they were smoking currently.

Blood was obtained by venipuncture after a 12-hr
fast. Samples for hemostatic tests were collected in
Vacutainer® tubs containing 1/10 volume of 0.129 M
of sodium citrate. Platelet-poor plasma was obtained
by centrifugation at 2000g for 20 min at room tempera-
ture (22 + 2°C). Assays for Factor VIII were per-
formed immediately on fresh plasma samples. The
remaining plasma samples were stored at —80°C until
used. The inter-assay coefficient of variation was 10%.
All assays were performed in duplicate, in different
days during the study. Functional assays for Factor
XII, X1, and VIII activity were performed in an auto-
mated coagulometer STA (Roche, Basel, Switzerland)
using deficient plasmas from Diagnostica Stago
(Asnieres, France). Activated Protein C resistance
(APCR) was measured according to the test described
by Dahlbick et al. [11] using a kit from Chromogenix
(Mdlndal, Sweden). Antithrombin and protein C were
measured in a biochemical STA automated coagulo-
meter using chromogenic methods from Chromogenix.
Total Protein S and free Protein S were measured using
ELISA methods (Asserachrom total PS, Diagnostica
Stago). Fibrinogen was measured by the von Clauss
method (Bio Merieux, Marcy-I'Etoile, France). Factor
VI1I antigen and t-PA antigen were measured by ELISA
methods from Diagnostica Stago and von Willebrand
Factor was measured by an “in house” ELISA method
using antibodies from Dako AS (Glostrup, Denmark).

Plasma functional TAFI was measured as
described by Mosnier et al. [3]. It is based on the
activation of TAFI in plasma with the complex
thrombin—thrombomodulin and the measure of ac-
tivated TAFI with hippuryl-arginine substrate. The
method consists of a first step in which TAFI is
activated with thrombin—thrombomodulin complex
and a second step in which activated TAFI is meas-
ured using the substrate hippuryl-Arg.

Briefly, 15 puL of plasma is activated with 12 uL of
thrombin (5 U/mL)-thrombomodulin (7.5 U/mL).
with 8.5 pL of 60 mM CaCl, and with 24 pL of
activation buffer (20 mM HEPES, 0.15 M NaCl,
SmM CaCls, pH 7.4). After 10 min at room tempera-
ture, activation is stopped by addition of 20 pL of
.11 mM PPACK (Bachem. Bubendorf, Switzerland).
Activated TAFI is then measured by adding 20 pL of
20 mM Hippuryl-Arg (Bachem) and incubated for
10 min at room temperature. The substrate reaction
is stopped with 20 uL of I M HCI. After that, 20 uL
of I M NaOH and 25 uL of 1 M phosphate buffer is
added to each sample. Finally, 60 pL of 3% cyanuric
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chloride dissolved in 1.4-dioxan is added, and color is
allowed to develop. Samples were centrifuged 2 min
at 14000¢, and the absorbance is measured at 405 nm.
A standard curve was prepared by serial dilutions of
normal plasma in heat-inactivated serum (30 min at
56°C), and the samples were run in duplicate at 50%
in heat-inactivated serum.

Statistical analyses were performed using conven-
tional software (SPSS v10.1, SPSS Inc., Chicago, IL).
Values are expressed as mean =+ standard deviation.
Student’s t-test was used to calculate the mean differ-
ences between groups. One-way ANOVA tests were
performed for comparison between age groups.
Spearman correlation coefficients were calculated to
determine if there were associations between hemo-
static parameters. Stepwise multiple linear regression
analysis was performed to evaluate independent cor-
relates of hemostatic parameters. A value of P < (.05
was considered as statistically significant.

RESULTS

The characteristics of the population are given in
Table 1. Mean age was 48 vears (range 20-78) in
women and 53 years (range 21-80) in men. Hyperten-
sion was diagnosed in 10.8% of the men and 18.4% of
the women. About 5.9% of the men and 2.4% of
women were diabetic. Twenty-one per cent of the men
and 14% of the women had a positive family history of
arterial disease. Hypercholesterolemia was diagnosed
in 18% of men and 16.2% of women. Thirty-eight per
cent of the women and 26.5% of the men were smokers.
Two per cent of the women and 7.4% of the men were
considered to have an important alcohol intake. Only
2.2% of men and 2.4% of women were diagnosed as
obese.

The population was divided into three subgroups
of different ages: a group with members of age 20 30
years with 21 women (85.8% =+ 17.9%) and 16 men
(98.5% + 15.1%), a group with members of age 31-50
years with 67 women (96.8% + 21.9%) and 43 men

TABLE I. Main Characteristics of the Population

Men (n = 136)  Women (n = 167)

Age, years (range) 53 (21-80) 48 (20-78)
Hypertension. %a (1) 10.8 (18) 18.4(25)
Smoking, % (n) 26.5 (36) 22.8 (38)
Alcohol intake, % (n) 7.4 (10) 2(3)
Diabetes mellitus, % (n) 59(8) 24 (4)
Family history ol arterial

disease, % (n) 21 (35) 14 (19)
Obesity, % (n) 2.2(3) 244
Hypercholesterolemia. % (n) 18 (30) 16.2 (22)

(99.4% + 14.6%). and a group with members of age
51-80 years including 79 women (98.9% =+ 17.3%)
and 32 men (93% + 20.3%).

A statistically significant difference was found
between mean values of functional TAFI between
the younger subgroup of women compared to the
other subgroups of women. Mean values in the
younger subgroup were lower [85.8% (range 57
120%)] than in women in the other age groups from
31 to 80 years. There was no difference between the
different groups in the male population.

Functional TAFI Plasma Levels and Conventional
Cardiovascular Risk Factors

Associations of TAFI functional levels with differ-
ent conventional cardiovascular risk factors in
women and in men are summarized in Table 11.

Women showed no statistical difference in mean
values of functional TAFI with or without a given
cardiovascular risk factor. Only women diagnosed
with hypercholesterolemia had a significantly higher
level of TAFI tunctional level as compared to women
without this cardiovascular risk factor (10.3.6% and
94.7%. respectively).

Men with hvpertension had similar levels of func-
tional TAFI than non-hypertensive men (89.3%
and 97.0%, respectively). Also, men with different

TABLE Il. Correlation of Conventional Cardiovascular Risk
Factors with Functional TAFI Levels (Values Given as mean = SD)

Functional TAFI (%)

Women Men

Hypertension

No 96.1 = 20.2 97.0 = 17.8

Yes 98.3 = 1511 893 + 19.1
Smoking

No 98.4 = 159 95.5 £ 159

Yes 92.8 £ 237 959 £ 23.7
Alcohol intake

No 96.6 = 23.5 951 + 23.5

Yes 833 £ 178 917 = 17.8
Diabetes mellitus

No 96.3 = 18.2 959 = 18.2

Yes 99.5 = 194 90.8 = 194
Family history ol arterial disease

No 90.8 = 216 914 = 183

Yes 92,2 = 127 86.0 £ 194
Obesity

No 96.5 = 19.6 954 = 18.1

Yes 91.5 = 26.1 1043 £ 26.5
Hypercholesterolemia

No 94.7 = 179 96.8 + 179

Yes 103.6% = 18.8 89.3 £ 188
*P < 0.03.
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cardiovascular risk factors (such as smokers, important
alcohol intake, family history of arterial disease, obesity,
or hypercholesterolemia) had similar TAFI functional
levels com pared with men without these risk factors.

Functional TAFI Plasma Levels and Hemostatic
Factors

A significant positive correlation was found
between functional TAFI levels and Factor VII:anti-
gen levels, Factor VIllc, Xlc, Xllc, protein S, protein
C, and antithrombin levels. APCR showed a weak
negative correlation with functional TAFI levels.
However, when adjusted for sex and age, no corre-
lation was found between functional TAFI levels and
these hemostatic parameters.

DISCUSSION

In this study. we did not found any important modi-
fications of functional TAFI levels related to age in
men. Only women below 31 years of age showed lower
levels of functional TAFI than older women. This
observation may be related to oral contraceptive intake
by the 31-50 age group and to estrogen hormone re-
placement or menopause in the group of women older
than age 51. Some studies have shown that hormonal
treatment causes an increase of thrombin and conse-
quently an increase of TAFI plasma levels [12,13]. We
did not observe important modifications of functional
TAFI levels associated with conventional cardiovascu-
lar risk factors. Only women diagnosed with hyper-
cholesterolemia had significantly higher TAFI func-
tional levels than did non-hypercholesterolemic women.
This observation may be related also to hormonal status
and its impact on lipoprotein levels [ 14, 15]. It is import-
ant to point out that our results agree with those of
otherstudies on the variation of antigen TAFI levels [6].
Chetaille et al. [6] and Juhan-Vague et al. [5] found
significant variations of antigen TAFI levels only with
age in women. In this study, older women had greater
levels of antigen TAFI levels. They suggested that this
result was related to hormonal status. They did not find
a statistically significant difference in antigen TAFI
levels between males and females. All these results are
similar to those found in our study with functional
TAFTI levels. Our results suggest that, similar to plasma
antigenic TAFI levels | 5,6], functional TAFI levels exhi-
bit a large inter-individual variability poorly explained
by biological or anthropometrics parameters.

We observed a lack of correlation between conven-
tional cardiovascular risk factors with modifications
of functional TAFI levels. Similar results were
observed by Juhan-Vague et al. [5]. They did not
find an association between conventional cardiovas-
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cular risk factors such us smoking [5]. These observa-
tions are similar to our results and may be related to
the weak effect of lifestyle on variations of antigen
and functional TAFI levels.

It is noteworthy also that we did not observed a
significant correlation of functional TAFI levels with
some hemostatic factors that are implicated with the
risk of thrombosis and also may play a role in the
activation of TAFI such as fibrinogen, Factor XI. or
the inhibitor coagulation pathway. We did not find a
lineal correlation of plasma functional TAFI levels
with those hemostatic factors, but we could not
exclude that there was a possible association among
these levels that would explain their role in the activa-
tion of TAFIL. All these observations may confirm
that, as the antigen TAFI plasma levels [16,17], the
variability of functional TAFI plasma levels are influ-
enced by gene-environment interactions, although no
analyses on the effect of different polymorphisms on
functional TAFI levels have been performed.

In conclusion, we found that functional TAFI
plasma levels are lower in women younger than 31
years of age and also in women without hypercholes-
terolemia irrespective of their ages. We have not
observed correlations with the rest of conventional car-
diovascular risk factors either in women or in men.
There were no statistically significant differences in
men, in any age group of functional TAFT levels. In
addition, we found no correlation of functional TAFI
levels with some hemostatic factors. Further studies
should elucidate the importance of environmental and
genetic factors in variations of functional TAFI and the
correlation with hemostatic and thrombotic factors.
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Background and Purpose—Rccently, a novel procarboxypeptidase B-like proenzyme. called thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor (TAFI), has been described. It plays an important role in the delicate balance between coagulation
and fibrinolysis. TAFI leads to potent inhibition of tissue plasminogen activator—induced fibrinolysis. The relevance of
TAFI in thromboembolic disease is unclear. We have investigated the risk of ischemic stroke (IS) in relation to plasma

levels of functional TAFI.

Methods—In a case-control study, we enrolled 264 individuals; 114 had IS, and 150 were recruited as controls who were
age and sex matched and had no history of arterial disease. The individuals supplied information on their personal and
family histories of cardiovascular diseases and conventional cardiovascular risk factors. Functional TAFI assavs were
performed by use of a method based on the activation of TAFI with thrombin-thrombomodulin and the measure of the
TAFI activity generated. Other hemostatic parameters assayed were factor VIle, anti-phospholipid antibodies,
fibrinogen, factor V Leiden, and the prothrombin gene G20210A mutations (PT20210A).

Results—Functional TAFI levels were significantly higher in patients with IS (113.7225%; range, 5
controls (102.6x19%). The odds ratio for IS in patients with functional TAFI levels =120% was

interval, 2.3 to 14.1).

7% to 209%) than in
5.7 (95% confidence

Conclusions—We found that functional TAFI levels in plasma (=120%) increased the risk of IS =6-fold. Further studies
should clucidate the physiological role of TAFI in arterial discase and possibly provide clues to therapeutic approaches.

(Stroke. 2003:34:2387-2391.)

Key Words: fibrinolysis m stroke, ischemic ® thrombosis

Artcrial thrombotic disease is the most frequent cause of
morbidity and mortality in developed countries.! There
is good evidence that an imbalance in the hemostatic system
can lead to arterial thrombosis.!? The arterial thrombaotic
diseases such as ischemic stroke (1S) arise from 2 processes:
atherosclerosis and thrombosis. Research on the nature of the
interaction between hemostatic factors and the endothelial
cell surface of blood vessels should help to identify risk
factors for arterial disease and individuals at increased risk.

Deficiencies in or increased levels of some hemostatic
factors such as fibrinogen and factor VI1lle have been asso-
ciated with increased risk of arterial thrombotic discase.
However, the results of some studies are controversial.!= [t is
known that impaired fibrinolytic system factors are involved
in the pathogenesis of atherosclerotic disease.?

A novel procarboxypeptidase B-like proenzyme, called
thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI), has been
described recently.®” It plays an important role in the delicate
hemostasis balance between coagulation and fibrinolysis.
TAFI is converted to an active carboxypeptidase (TAFla) by

thrombin, plasmin, ftrypsin, and more efficiently the
thrombin-thrombomodulin complex.®-1® Activated TAFI in-
hibits fibrinolysis by removing carboxy-terminal lysine resi-
dues that appear during proteolysis of the fibrin polymers
during the process of clot lysis. These residues are important
for binding and activating plasminogen. Thus, TAF] leads to
a potent inhibition of tissue plasminogen activator—induced
fibrinolysis.®=11 It is clear that plasma TAFI levels are major
determinants of clot lysis time because of the downregulation
of plasminogen activation and fibrinolysis.’> Functional
TAFI, described by Mosnier et al,!'! is based on the activation
of TAFI with thrombin-thrombomodulin and the measure of
the generated TAFI activity.

Although the precise relevance of TAFI in thromboem-
bolic diseases is unclear, high plasma levels of TAFI may be
related to thrombotic disorders. For example, reports have
indicated that elevated antigenic TAFI levels constitute a
mild risk factor for venous thrombosis.!>='* Only a few
studies have investigated the role of TAFI levels in coronary
arterial disease, suggesting that an increase in antigenic TAFI
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TABLE 1. Basic Characteristics of Cases With IS and Controls
1S Controls Unadjusted OR

n=114) (n=150) (95% CI) P
Sex, F/M 52162 83/67 NS
Mean age (rangej, y 56 (23-80) 48 (21-75) NS
Smoking, n (%) 58 (51) 55 (36.7) 1.7 (1129
Dyslipidemia, n (%) 4742 21 (14) 4.3(2.3-7.8)"
Family history of arterial disease, n (%) 64 (58) 12(8) 14,7 (7.3-29.5)"
Hypertension, n (%) 48 (42) 19127 512782
Atrial fibrillation, n (%) 14 (12.3) 32 6.9(1.9-24.5"
Morbid obesity, n (%) 76.1) 110.7) 9.7 (1.2-80.4)"
Alcohol intake, n (%) 34 (7.8) 24 (5.5) NS
Diabetes mellitus, n (%) 22(18.3) 427 8.7(2.9-26.2)"
Factor VIl levels (range), % 216 (T6-516)  154.4 (42-328) <0.0001
Fibrinogen (range), g/l 3.81(0.8-54) 33121-50) <0001
Anti-phospholipids antibodies, n (%) 13 (1.4} 9(6.3) 1.9(0.8-4.6)
FVL, n (%) 1(0.9) B (4) 4.7 (0.6-39.7)
PT20210A, n (%) 6 (5.3) 5(3.3) 0.6(0.2-2.1)

FVL indicates heterozygosity for FYL mutation; PT20210A: heterozygosity for PT20210A mutation.

*P=<0.0005.

levels may be a risk factor, although this association has not
been confirmed in other studies.!™!? To the best of our
knowledge. no studies have investigated the relation of
functional levels of TAFI with IS. Here, we report the results
of our investigation into the association of plasma levels of
functional TAFI with the risk of IS.

Methods

Patients and Control Subjects

A total of 264 consecutive individuals <80 years of age were
included i our case-control study: 114 were admitled to the
Neurology Unit in the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau with the
diagnosis ol IS, and 150 individuals (spouses and friends of patients)
served as controls.

Patients assigned to the IS group had at least 1 episode of IS,
including established or transient ischemic cerebrovascular attack,
excluding patients with unusual causes of 1S, The diagnosis of IS
was based on findings of general clinical and neurological examina-
tion and at least 1 objective diagnostic method such as CT or MRI of
the brain in all patients

Control subjects had no previous history of thromboembolic
disease {including venous and arterial thrombosis) and were matched
to the patients in age and sex. Informed consent was obtained from
all participants. The interview included questions on personal and
family histories of cardiovascular diseases and conventional cardio-
vascular risk factors. We considered conditions like hypertension,
diabetes, and dyslipidemia only if the individual had been diagnosed
by a physician or was currently taking prescription drugs for any 1
or more of these conditions. Alcohol intake of =300 g/wk was
considered significant intake. Morbid obesity was defined as a body
mass index (weight in kilograms divided by height squared in
meters) of at least =30 kg/m?. Individuals were considered smokers
it they were previous or current smokers of =3 cigarettes per day
Atrial fibrillation was recorded on the basis of ECG findings by a
cardiologist

Laboratery Methods

Blood samples were obtained from the antecubital vein at least |
month after the acute thrombotic episode. Whole-blood samples for
hemostatic tests were collected in 1/10 volume of 0.129 mol/l

sodium citrate as the anticoagulant. Assays for factor VIII were
performed immediately on fresh plasma samples. The remaining
plasma samples were stored at —80°C until used. Factor VIII was
sayed with deficient plasma from Diagnostica Stago (Asnicres).
Plasma functional TAF] was measured with the method described
by Mosnier et al.'! It is based on the activation of TAFT in plasma

with the thrombin-thrombomodulin complex and the measure of

activated TAFI with hippuril-arginine substrate. Anti-phospholipid
antibodies, including anti-phosphatidylserine and anti-cardiolipin
lgG and IgM., were measured by in-house enzyme-linked immu-
nosorbent as nti-cardiolipin and anti-phosphatidylserine method
as described by Gharavi et al.?

Anti-cardiolipin IgG <13.97 GPL, anticardiolipin IgM <2532
MPL, anti- phuspha[lLI\unmL loG index =2.8, and anti-phosphati-
dylserine IgM index <<3.7 were considered normal values. Lupus
antico lnghmi was performed by the Exner method.2! Fibrinogen was
measured by the von Clauss method. Factor V Leiden (FVL) and
prothrombin gene G20210A mutations (PT20210A) were analyzed
as described previously.2?

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed by conventional software. Val-
ues are expressed as mean*SD. Student’s f test was used to caleulate
the mean differences between groups. Odds ratios (ORs) were
caleulated as relative risk for thrombosis in the unmatched fashion
adjusted for age and sex, and other covarables were calculated by
conditional logistic regression analysis. Confidence intervals (Cls)
were derived from the model. Unadjusted ORs were obtained from
contingency tables. Receiver-operating characteristic curves were
used to determine the cutoff value of functional TAFL. We used the
cutoff of 120% of functional TAFI levels as a reference group to
calculate ORs. To determine the adjusted OR for dilTerent variables,
we converted into binary variables the factor VIII plasma levels and
the fibrinogen levels. Cutoffs were 170% for factor VIIT and 3.1 g/l
for fibrinogen. Anti-phospholipid antibodies were considered posi-
tive when one was higher than the normal range or when the lupus
anticoagulant test was positive

Results
The basic characteristics of the sample population are given
in Table 1. Mean age at the time of the first episode of IS was
56 years (range, 23 to 80 years): mean age of the controls was
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TABLE 2. Distribution of Functional TAFI Plasma Levels (%)
Related to Age and Sex in Cases and Controls

Functional TAFI Levels and Risk of Ischemic Stroke 2389

TABLE 3. Correlation of Functional TAFI Levels With
Conventional Cardiovascular Risk Factors

Cases Controls

Age Range, y Men Women Men Women

20-55
n 28 27 48 54
TAFI, % 114.6 110.8 100.2 101
56-80
n 34 24 19 29
TAFI, % 115.8 1125 102.9 109

48 years (range, 21 to 75 years). Fifty-two women and 62
men were in the IS group: 83 women and 67 men were in the
control group. All of the major cardiovascular conventional
risk factors such as smoking, dyslipidemia, hypertension,
morbid obesity, and diabetes mellitus were associated with a
significant increased risk of 1S. Atrial fibrillation was signif-
icantly associated with the risk of IS (OR, 6.9; 95% CI, 1.9 to
24.5). In addition, as might be expected, family history of
arterial disease and diabetes were the most relevant risk
factors in patients with 1S. Positive anti-phospholipids anti-
bodies were found in 11.4% of cases compared with 6.3% of
controls, but the difference was not statistically significant
(OR. 1.9; 95% CI., 0.8 to 4.6). PT20210A and FVL mutations
were present in 5.3% versus 3.3% and 0.9% versus 4% of the
patients compared with controls, but the differences were not
statistically different. Fibrinogen (mean. 3.8 g/L: range, 0.8 to
8.4 ¢/Ly and factor VIl (mean, 216%; range, 76% to 516%)
were significantly increased in patients compared with con-
trols (3.3 g/L: range, 2.1 to 7.7 g/L) and 154.4% (range, 42%
to 328%), but the adjusted OR for fibrinogen was not
increased significantly.

Functional TAFI levels were significantly higher in pa-
tients with IS (113.7225%: range, 57% to 209%) than in
controls (102.6 X 19%) (P<20.05) (not shown in tables). Vari-
ations of mean values of functional TAF] levels with age and
sex in both groups are shown in Table 2. Patients and controls

were divided into 2 subgroups of age: a 20- to 55-vear-old

group and a 56- to 80-year-old group. In the control group,
there were no differences between yvounger and older groups
in either women or men. In the patient group, there were also
no statistically significant differences between groups by age
in either women or men. Younger women and men with IS
showed higher levels of functional TAFI levels compared
with younger women and men in the control group. Addi-
tionally, older men and women with IS showed higher
functional TAFI levels compared with men and women of the
control group. The correlation of functional TAFI levels and
conventional cardiovascular risk factors is summarized in
Table 3. We did not find any statistical differences in mean
values of functional TAFI levels in either patients or controls
related to different risk factors such as hypertension, diabetes,
obesity, alcohol intake, dyslipidemia, or smoking. Only
patients with a family history of arterial disease showed
higher levels of functional TAFI levels than patients without
a family history (118.1% and 108.1%, respectively: P<20.05).

Functional TAFI (%), NY

Cases Contraols
n=114) (n=150)
Hypertension 115.4/111.3 102.4103.8
Smoking 111.4/115.9 104.6/99.1
Alcohol intake 11331176 102.7/98.3
Diabetes mellitus 114.3111.2 102.6102.8

Family history of 108.1/118.1" 10271017

arterial disease
Obesity 1311217
112.9114.6

102.51107.0
Dyslipidemia 101.8107.3

"P=0.05.

To determine the risk of IS, we used the cutoff level of
120% for functional TAFI (Table 4). Unadjusted and adjusted
ORs were calculated using as the reference group patients
with TAFI levels <<120%. However, the unadjusted OR for
functional TAFI levels was 5.8 (95% CI. 3.1 to 11.5)in IS
paticnts compared with controls. Furthermore, when we
analyzed risk adjusted by sex, age. and other putative con-
founding variables like factor V1llc, smoking, dyslipidemia,
hypertension, aleohol intake, diabetes, fibrinogen, anti-
phosphelipids antibodies, FVL. and prothrombin G20210A
mutation, the adjusted OR remained as high as 5.7 (95% CL
2.3 to 14.1) for IS patients with plasma functional TAF]

levels = 120%.

Discussion
In our case-control study, we found that a high level of
functional TAFI in plasma engenders a significant risk for IS.
Thus, functional TAFT levels in plasma >120% increased the
risk of IS ==6-fold. It is remarkable that the risk did not
change even when adjusted for confounding variables. in-
cluding major conventional cardiovascular risk factors and
other factors such as high levels of factor VIII and fibrinogen.
We found higher mean levels of functional TAFI levels in
cases compared with controls. The variation of functional
TAFI levels in controls and cases was not correlated with
either sex or age. Mean functional TAFI levels were higher in
different age groups in patients, both women or men, com-
pared with different groups of controls. We did not find a
significant correlation of functional TAFI levels with conven-
tional cardiovascular risk factors. This lack of correlation
may be related to a weak effect of these risk factors with

TABLE 4. Risk of IS Related to Functional TAFI Levels

Functional 1S Controls Unadjusted OR Adjusted OR*
TAFI, % (n=114} (n=150) (95% Cl) {95% Cl)
<120 I 136 it 1t
=120 43 14 5.8(31-11.5) 5.7{2.3-144)

"Adjusted by age, sex, smoking, dyslipidemia, diabetes, family history of
arterial disease, anti-phospholipids, PT202104, and FVL mutations, fibrinogen,
and factor VIl levels.

tReference group.
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modifications of functional TAFI levels. Only a family
history of arterial disease was correlated with higher fune-
tional TAFI levels in patients than in the controls. Conven-
tional cardiovascular risk factors were more prevalent in
patients than in controls and were associated with a higher
risk of IS. As in other studies, we did not find a higher risk of
arterial thrombotic disease in patients with FVL or in those
who were PT20210A carriers.? Other established hemostatic
risk factors such as high levels of factor VIII and fibrinogen
also showed an increase risk of IS. Family history of IS was
the most important risk factor associated specifically with the
development of 1S, To the best of our knowledge, this is the
first case-control study that presents evidence that a high risk
of IS is associated with high functional TAFI levels.

Although different studies confirm that TAFI is an impor-
tant link between coagulation and fibrinolysis.*~* the precise
role of TAFI in arterial and venous diseases is unclear. Its
mechanism of action and its relation with endothelium and its
modulators may explain why high levels of TAFI are asso-
ciated with a higher risk of IS. Our results clearly demonstrate
that an increased risk of IS is related to functional plasma
TAFI levels. One possible explanation is the influence of
platelets, which contribute differently to the pathogenesis of
arterial and venous thrombosis, as does the susceptibility
of veins and arteries to atherosclerosis. Platelets may adhere
to specific regions of the endothelium in response to injury
and may be involved in the pathogenesis of inflammatory and
thrombotic disorders. Platelets contain TAFI in e-granules,
which is secreted during platelet activation. So, TAFI activa-
tion and TAFI secretion would depend on the generation of
thrombin in a dose-dependent manner.?* High levels of TAFI
may play an important role in protecting the plug against the
fibrinolytic pathway. and the aggregated platelets would
increase TAFI levels and the strength of the clots. 425

Because TAFI is activated with high efficiency by the
thrombomodulin-thrombin complex, the thrombin generated
and the thrombomodulin concentration on the endothelium
are important regulators of TAFI activation. The
thrombomodulin-thrombin complex can activate both protein
C and TAFI, depending on its concentration. Thus, low
concentrations of thrombomodulin enhance TAFT activation,
whereas high concentrations of thrombomodulin increase
activation of protein C, which decreases the thrombin gener-
ation and consequently decreases TAFI activation.

Small arterial vessels such as those in the brain or coronary
arteries have lower concentrations of thrombomodulin com-
pared with veins.”9-26 Therefore, high levels of TAFI in some
specific types of vessels with low concentrations of throm-
bomodulin (like arteries) may increase the downregulation of
fibrinolysis and reduce the capacity to remove fibrin clots
from the circulation. This would lead to an increased risk of IS.

Understanding the role of TAFI in IS may have clinical
implications. Some studies using in vivo experiments in
animals found that treatment with TAFL inhibitors (car-
boxypeptidase inhibitor derived from potato, alse known as
PCI) added to recombinant tissue plasminogen activator
increased the rate of clot lysis in physiological conditions. As
a consequence, TAFI may be an important target for enhanc-
ing thrombolysis.®?

In conclusion, we have found an ~=6-fold (5.8) increased
risk of IS associated with increased functional TAFI levels
in plasma. Therefore, high TAFI levels may represent a
significant risk factor for IS. Because it is a complex
disease, knowledge of the pathophysiological role of
different biolegical and genetic markers will lead to a
better understanding of the mechanism of the thrombotic
disease.® Further studies should elucidate the physiological
role of TAFI in arterial diseases and lead to possible
therapeutic approaches.
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Thrombosis

Risk of acute coronary artery disease associated with
functional thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
plasma level

To our knowledge, there is little information about
functional thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
(TAFI) levels and the risk of acute coronary artery dis-
ease (CAD). We investigated the risk of acute CAD relat-
ed to plasma levels of functional TAFl. We found that
functional TAFIl levels in plasma (above 1269%),
increased the risk of acute CAD almost 4-fold.

heematologica 2004; 83:880-881
(http://www.haematologica. org/2004/7/880)

Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) leads to
potent inhibition of t-PA-induced fibrinolysis."” Functional
TAFI, described by Mosnier et al.,? is based on the activation
of TAFI with thrombin-thrombomodulin and the measure of
the TAFI activity generated. Although the precise relevance
of TAFI in thromboembolic diseases is unclear, high plasma
levels of TAFI may be related to thrombotic disorders.®* Here
we report the results of our investigation of the association
of plasma levels of functional TAFI with the risk of acute
CAD.

A total of 385 consecutive individuals under the age of 80
vears were included in our case-control study; 174 cases
were admitted to the Cardiology Unit with a diagnosis of
acute CAD and 211 individuals (spouses and friends of
patients) served as controls. Acute CAD was confirmed on
the basis of definitive ischemia or necrosis of the myocardi-
um. The control subjects had no previous history of throm-
boembolism and were matched for age and gender with
patients. Informed consent was obtained from all partici-
pants. The interview included questions on persenal and
family history of cardiovascular diseases and the conven-
tional cardiovascular risk factors. Blood samples were
obtained from the antecubital vein at least six months after
the acute thrombotic episode. Plasma functional TAFI was
measured as described by Mosnier etal? using an assay that
measures TAF| activity after in vitro activation of pro-
enzyme by thrombin-thrombomodulin complex; the result
therefore represents the amount of activatable TAFI with
hippuryl-arginine substrate, which corresponds to the
amount of pro-enzyme. Statistical analyses were performed
using conventional software. Values are expressed as mean
+ standard deviation. Student's T-test was used to calculate
the mean differences between groups. Odds ratios (OR)
were calculated by conditional logistic-regression analysis.
We used the 90™percentile to determine the cut-off values.
The cut-off of functional TAFI levels used in order to calcu-
late the OR in relation to the reference group was 126%. To
determine the adjusted OR for different variables, we con-
verted factor VIII plasma levels and fibrinogen levels into
binary variables. Cut-offs for factor VIIl and fibrinogen were
175% and 3.5% gfL, respectively. The basic characteristics
of the sample population are given in Table 1. All of the
major cardiovascular conventional risk factors were associ-
ated with a significantly increased risk of acute CAD.
Hypertension, a family history of arterial disease and dia-
betes were the most relevant risk factors in patients with
acute CAD.

Functional TAFI levels tended to be higher in patients with
acute CAD [100.8% (range: 49-177)] than in controls
[96.9% (range: 50-165)], but this difference did not reach

880

Table 1. Basic characteristics of patients with acute
CAD and the controls.

Acute CAD Controls  Unadjusted OR
(n=174) (n=211) (95%CH)
N (%) N (% ) (p value)
Sex (F/M) 54/120 91/120 ns
Age 57 56 ns
(mean, range, yr) (21-78) (23-80)
Smaoking 96 (55) 78 (37) 2.1
(1.4-3.1)
Hypercholesterolemia 92 (53) 44 (21) 43
(2.7-6.7)%
Family history 84 (48) 38 (18) 43
of arterial disease (2.7-6.7)%
Hypertension 92 (53) 40 (19) 4.8
(3.0-7.6)
Morbid obesity 19(11) 7(3) 3.6
(1.5-8.7)*
Alcohol intake 11(6) 11(5) Ns
Diabetes mellitus 34 (20) 11(5) 4.4
(2.2-9.0)%
Facror VIII levels 186.9 159.4 p=0.01
(74-526) (48-360)
Fibrinogen (g/L) 37 3.5 p<0.05
(1.9-6.8) (2.-7.8)
Antiphospholipds 16 4 5.2
antibodies (9 (2) (1.7-15.9)*
Functional TAFI <126% 147 203 1
Functional TAFI >126% 27 8 4.7

(1.3-8.7)*

*p<0.0005. ns: not significant; F: female; M: male; °Reference group.

statistical significance (p<0.07). The variation of functional
TAFI levels in contrals and in patients was not correlated
with either sex or age. Only women younger than 30 years
showed lower levels. No correlation among TAFI levels and
conventional cardiovascular risk factors or hemostatic risk
factors were found.

To determine the risk of acute CAD, we used the cut-off
level of 126% for functional TAFIL. Eight controls and 27
patients showed functional TAFI levels higher than 126%,
and 203 controls and 147 patients showed functional TAFI
levels lower than 126%. Unadjusted and adjusted OR were
calculated using the subjects with functional TAFI levels less
than 126% as the reference group. The unadjusted OR for
functional TAFI levels was 4.0 (95% Cl: 1.6-10.0) in acute
CAD patients compared with controls. When we analyzed
the risk adjusted by sex, age and other covariables such as
hypercholesterolemia, family history of arterial disease, dia-
betes, antiphospholipids, fibrinogen and factor VIII levels,
the adjusted OR was 3.5 (95% Cl 1.3-8.7) for acute CAD
patients with plasma functional TAFI levels greater than
126%.

In conclusion, we found that a high level of functional

haematologica 2004; 89(7):July 2004
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TAFl in plasma confers a significant risk of acute CAD. Thus,
functional TAFI plasma levels above the 126% cut-off
increased the risk of acute CAD almost 4-fold. To our know|-
edge, this is the first case-control study that unequivocally
establishes that high levels of functional TAFI are associat-
ed with an increased risk of acute CAD in patients under the
age of 80 years. We hypothesize that high functional TAFI
levels may represent a significant thrombotic biomarker for
the risk of acute CAD. Knowledge of the pathophysiological
role of functional TAFI should lead to a better understand-
ing of the mechanism of thrombotic disease.
Amparo Santamaria,” Antonio Martinez-Rubio,
Montserrat Borrell, Jose Mateo, Rosa Ortin, Jordi Fontcuberta
Hemostasis and Thrombosis Unit, Haematology Department,
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Stem Cell Transplantation

High-dose granulocyte colony-stimulating factor mobilizes a
higher proportion of early CD34-CD33- hemopoietic
progenitors in children receiving treatment for solid tumors

A relationship between dose of granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) and maturational stage of the
progenitors mobilized in healthy adult donors has been
suggested.' In this study we characterize the progenitors
mobilized by 2 different dosages of G-CSF in children
receiving autologous grafts after intensive treatment for
solid tumors.

haematclogica 2004; 83:881-882
(htto:/ www. haematologica. org/2004/7/881)

From 1997 to 2001, 55 children received an autologous
peripheral blood progenitor cells (PBPC) transplant as con-
solidation treatment for solid tumors at The Royal Marsden
Hospital. Indications for transplant were: neuroblastoma (27
cases), rhabdomyosarcoma (8), Hodgkin's disease (7), Wilm's
tumor (4), non-Hodgkin's lymphoma (2), Ewing's sarcoma (4),
germ cell tumor (2) and synovial sarcoma (1). Data on the
mobilization and harvest procedures were available in 51/55
cases (31 boys, 20 girls, median age 6.0+4.4 years). All chil-
dren received G-CSF (5 ng/Kg in 35 cases and 10 ng/Kg in 16
cases) for four consecutive days. The first harvest session was
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performed on the 5" day. If an insufficient number of CD34~
cells was harvested (<2.5x10° CD34* cells/Kg), the patient
received a 5™ dose of G-CSF on that day and a second har-
vest session was performed on the 6" day. Overall, a second
harvest was performed in 45 cases. In addition, 24 patients
received priming with cyclophosphamide (1.5 g/m?) prior to
mobilization with G-CSF. The average time from the last
course of chemotherapy to the first harvest session was
28.3+23.9 days.

Conditioning regimens included melphalan (33 cases),
busulphan plus melphalan (10), thiotepa plus etoposide (2),
carboplatin alone (9), and carboplatin plus melphalan (1).

Endpoints for this study were: numbers of CD34,
CD34:CD33* and CD34'CD33" cells harvested, time to neu-
trophil and platelet engraftment and influence of harvest
timing and cyclophosphamide priming on the maturation
stage of these progenitors. High doses of G-CSF appear to
mobilize a higher proportion of early CD34*CD33- progeni-
tors.

The most relevant data on the qualitative contents of har-
vests are shown in Table 1. There were no significant differ-
ences in overall number of CD34* or CD34* CD33- cells har-
vested after mobilization with either 5 or 10 ng/Kg of G-CSF.
However, the percentage of CD34* CD33- cells within the
CD34* population was significantly (p<0.05) higher in
patients receiving 10 mg/Kg of G-CSE A similar dose-
dependent effect has been reported in healthy adult
donors. A possible explanation is that high doses of G-CSF

Table 1. Most relevant results of the mobilization/harvest procedures according to the dosage of G-CSF. All values
are expressed as number of cellsx10° per Kilogram body weight. In the last column, values are expressed as per-
centages. 1°': first harvest; 2": second harvest; total: first plus second harvests.

CD34* CD34'CD33 % CD33 within overall CO34*
1= 2 total 1= 2nd total 1= i toral
5 mg/Kg 4.9+8.0 4.4+83 8.6+£148 1.3+£1.4 1.6+1.7 27+2.8 47.6+£30.4 57.9+26 50.9+27.2
10 mg/Kg 23422 20+14 42435 22421 1.7+1.4 37435 7384234 82.8+16 7434235
haematologica 2004; 89(7):July 2004 881
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Homozygosity of the 7" Allele of the 46 C—'T Polymorphism
in the F12 Gene Is a Risk Factor for Ischemic Stroke in the
Spanish Population
Amparo Santamaria, MD; José Mateo, MD, PhD: Isabel Tirado, PharmD: Arturo Oliver, MD;

Roberto Belvis, MD; Joan Marti-Fabregas, MD, PhD; Rosa Felices; José¢ Manuel Soria, MD, PhD:
Juan Carlos Souto, MD, PhD; Jordi Fontcuberta, MD, PhD

Background and Purpose—Ilschemic stroke (IS) is a complex disease that involves genetic and environmental factors. In
a family-based study (the Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia [GAIT] Project) that included a genome-wide
scan, we demonstrated that a common polymorphism (46 C—T) in the exon | of the F/2 gene jointly influences
variability of plasma Factor XII levels and susceptibility to thrombotic disease. We have investigated the risk of IS
related to this polymorphism in a case—control study.

Methods—We studied 436 individuals: 205 diagnosed with IS and 231 age—gender—ethnic control subjects. We measured
Factor Vllle, fibrinogen, and Factor Xllc levels, and we genotyped the 46 C—T polymorphism in the /2 gene.
Results—There were 91 women and 114 men in the IS group and 109 women and 122 men in the control group. We
confirmed our previous observation that individuals with different genotypes for the 46 C—T polymorphism showed
significant differences in Factor Xllc levels. Most importantly, the mutated 7 allele in the homozygous state (genotype

T/T)y was associated with an increased risk of IS with an adjusted odds ratio of 4.1 (95% CI, 1.1 to 15.9).

Conclusions—This study suggests that the 46 C—T polymorphism is a genetic risk factor for IS in the Spanish population.
In addition, our results confirm that the use of genetic linkage studies along with a case—control association study is an
extremely valuable approach for identifying DNA variants that affect complex diseases. (Stroke. 2004:35:1795-1799.)

Key Words: Factor XI1 m polymorphism m stroke, ischemic

As a result of the success of the Human Genome Project
to identify genes that influence the pathogenesis of
diseases, there has been a renewed interest in the knowledge
U Current
rescarch on complex diseases, such as ischemic stroke (IS),
now focuses on identifying genetic variants that increase the
susceptibility to thrombotic disorders. >+

Ischemic stroke is a complex disease resulting from the

of new, putative “stroke genetic risk factors.”

interaction between environmental and genetic factors.”7
Although results are controversial, some hemostatic factors®
including Factor X1l have been associated with the risk of
arterial thrombotic disease. including 15.9-11

Factor XII is a plasma protein and a member of the
serin-protease family.!'2>-14 Once activated. it initiates the
contact activation system: it also has fibrinolytic properties.'>
Severe congenital Factor XII deficiencies have been de-
scribed, but its association with thromboembolic complica-
tions 1s controversial.'° Some studies have reported that
variability of plasma Factor XII levels are associated with the
predisposition to arterial thrombosis. 314 A common genetic

polymorphism (46 C to T substitution) in the 5 -untranslated
region of the coagulation Factor X1I gene has been associated
with low translation efficiency and variability of Factor XII
levels in the general population.'?

Association studies have shown the relationship of Factor
XII levels and the 46 C—T polymorphism in the develop-
ment of arterial disease. but the results are controver-
sial.}3 141618 Ta our knowledge, only 1 study has explored
the association between IS and this polymorphism.®

Association studies to determine the risk of thrombosis
related to a polymorphism must be done with great cau-
tion. 1?29 New guidelines have been provided in 2 editori-
als.2122 They contain recommendations on the desirable
features of a genetic association study. I these guidelines are
followed. association studies can be powerful tools to provide
information about the prevalence of genetic risk factors and
their contribution to the development of IS or other thombotic
diseases.

We followed these guidelines in our study. We took into
account the results from our GAIT (Genetic Analysis of
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Idiopathic Thrombophilia) Project. a family-based study 2327
The GAIT Project, with the benefit of the results of a
genome-wide scan, demonstrated a substantial overlap in the
genetic contribution to venous and arterial thrombosis.2? [t is
safe to conclude that there are common genes involved in the
pathogenesis of both venous and arterial thromboses. Also,
within the framework of the GAIT Project, we demonstrated
that a polymorphism in exon 1 of the //2 gene (a C—T
transition at nucleotide 46) jointly influences Factor XII
levels and the risk of thrombosis.® To strengthen these
results, we constructed an age—gender—ethnic-matched case—
control study of an independent sample of Spanish individu-
als with IS.

Materials and Methods
Study Subjects

Our population-based case—control study consisted of 205 patients
diagnosed with 1S and 231 age gender— ethnic-matched control
subjects. Patients with [S were admitted to the Stroke Unit of our
hospital between 1998 and 2003. The patients were aged 20 to 80
vears and each had at least 1 episode of IS. The stroke patients were
enrolled in our study at least | month after the acute event

The diagnosis and classification of the different types of [S were

based on an extensive diagnostic evaluation, including findings of

medical history, general clinical and neurological examination.
laboratory investigation, CT or MR imaging of the brain, cerebro-
vascular imaging (extracranial carotid and vertebral ultrasonography.
carotid transcranial Doppler ultrasound, MR angiography, or con-

ventional cerebral angiography). and also transesophageal or trans-
thoracic echocardiography. Patients were classified into different
stroke categories based on criteria in the Trial of Org 10172 in Acute
Treatment (TOAST) study.?® Cardivembolism, small vessel disease,
large vessel atherosclerosis, and cryptogenic stroke were included:
strokes of unusual causes were excluded.

Control subjects were friends and spouses of patients who were

recruited al the same time as the patients: they were included only if

they had no personal history of thromboembaolic disease, including
venous and arterial thrombosis, cirrhosis. nephrotic syndrome, or
active cancer. In addition, they were excluded if they were using oral
anticoagulants. The control group was matched for age and sex with
the patient group. To avoid genetic stratification, both groups were
collected from the same geographical area (all with both family
names ol Spanish origin).

Patients and controls gave informed consent. The interview
included questions on personal and family history of cardiovascular
diseases: conventional cardiovascular risk factors such as hyperten-
sion, diabetes, and hypercholesterolemia: it they had ever been
diagnosed by a physician as such; or were currently taking prescrip-
tion drugs for these conditions. Also, we recorded other cardiovas-
cular risk factors such as smeking, alcohol intake, and morbid
obesity. Average alcohol intake =300 g per week was considered
significant and was recorded as such: alcchol intake <300 g per
week was recorded as nonsignificant intake. Morbid obesity was
recorded i the body mass index {calculated as body weight (kg)
divided by height squared (m®) was =30 kg/m® A subject was
considered morbidly obese when body mass index was =30 kg/m?
and not morbidly obese when body mass index was <30 kg/m®.
Smokers were defined as persons who were smoking at least 5
igarettes per day during the 5 years before the study: a subject was
considered a nonsmoker if <3 cigarettes per day were smoked. The
family history was positive if at least a first- or second-degree family
member had venous or arterial thrombosis including IS or acute
coronary artery discase.

Laboratory Methods
Blood samples were obtained from the antecubital vein at least |
month after the acute episode. Samples for hemostatic tests were

collected in 1/10 volume of 0.129 mol/L sodium citrate. Fibrinogen
was measured by Clauss method as described elsewhere. Assays for
Factor VIII were performed immediately on fresh plasma samples:
the remaining plasma samples were stored at —80°C until used
Factor V1lle and Factor Xllc were assayed using deficient plasma
from Diagnostica Stago.

Genetic Analysis

DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by a standard
protocol.?” The 46 C—T variant was screened using the primers
described previously,'? with minor modification in the reaction
conditions.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using SPSS software. The values
are expressed as mean®SD. Student ¢ test was used to calculate the
mean differences between groups. Conventional cardiovascular risk
factors were considered as dichotomous covariables. We performed
the ¥* test for group comparison of the frequencies. P<<0.05 were
considered signilicant. According to receiver operating characteristic
(ROC) curves, we considered elevated Factor VIII levels if =176%
and elevated fibrinogen levels if =3 .. To determine the adjusted
odds ratio (OR) of IS, we converted the Factor VIII and the
fibrinogen levels in binary variables using the above mentioned
values as cuteffs. We analyzed the Factor XII as a dichotomous
variable. This problem occurs frequently in the hemostatic factors
because of its complex and paradoxical hemostatic effects. That is
why we often use dichotomized variables to establish the risk
associated with thrombosis. For Factor Xlle, we used levels lower
than the 10th percentile (<74%) as a cutolT.

The plasma levels of Factor X1le were compared among different
genotypes of 46 C—T by l-way ANOVA. ORs were calculated as
relative risk for 1S adjusted for age, sex. and other covariables by
logistic regression. For analysis we considered 2 combinations. one
considering the genotypes C/C and C/T as the reference group and
another considering the genotype C/T and 77 as the reference group.

Results

The basic characteristics of the sample population are given
in Table 1. Mean age at the time of the first episode of IS was
56 years (range, 23 to 80). The mean age of the controls was
54 years (range, 21 to 80). Ninety-one women and |14 men
made up the IS group; 109 women and 122 men, the control
group. All of the major cardiovascular conventional risk
factors, such as hypercholesterolemia, hypertension, or dia-
betes mellitus, were associated with a significant increased
risk of IS. Only smoking and morbid obesity were not
associated with an increased risk of IS, Patients with positive
family histories of arterial thrombosis showed an increase
risk of 1S (4.5: 93% CI, 2.9 to 6.9). Factor VIllc (mean
187.9%; range, 62 to 516) and fibrinogen levels (3.7 g/L:
range, 1.9 to 8.4) were increased significantly in patients
compared with the controls (155.5%: range. 48 to 360: and
3.5 g/L; range, 2.1 to 7.8). The levels of Factor VIllc =176%
and fibrinogen levels =3.5g/L were associated with a higher
risk of 1S (2.2; 95% CL, 1.5 to 3.2: P<<0.001; and 1.9; 95% CI,
1.2 to 2.9: P=20.01, respectively). Cryvptogenic stroke was
diagnosed in 107 patients. Cardioembolism was diagnosed in
26 patients and small vessel disease in 39 patients. Large
vessel atherosclerosis was diagnosed in 33 patients. Genotype
77T was found in 6 patients with cryptogenic stroke, 1 patient
with cardioembolism, 2 patients with small vessel disease.
and 3 patients with large vessel atherosclerosis.

The distribution of the 46 C—T polymorphism of the /2
gene are shown in Table 2. The prevalence of genotype C/C
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TABLE 1. Basic Characteristics of Patients and Controls

Polymorphism 46 C/T in F12 Gene and Ischemic Stroke

15 Contrals Unadjusted OR

(n=205) (n=231) (95% CI)
Sex (F/M) o1 FA14 M 108 FH22 M NS
Age in years, mean (range) 56 (23-80) 54 (21-80) NS
Smoking, n (%) 92 (45) 93 (40) 1.2 (0.8-1.8)
Hypercholesteralemia, n (%) 71(35) 44 (18) 22(1.4-34)"
Family history of arterial thrombosis, n (%) 106 (51.7) 4419) 45(29-69)"
Hypertension, n (%) 90 (43.9) 40 (17.3) 37 (2457
Morbid obesity, n (%) 944 G (2.6) 1.7 (0.6-4.9)
Alcohol intake, n (%) 1718.3) 11 (4.8 6.9 (2.3-21.1)
Diabetes mellitus, n (%) 307 11(5) 41 (21-8.3)"
Factor Vllic levels, mean % (range) 187.9 (62-516)  155.5 (48-360) P=0.001
Fibrinogen, mean g/L {range) 3.7 (1.8-8.4) 3.5 (21-7.8) P=0.01

*Difference statistically significant (P<0.05).

was =62% in patients and 6 1% in controls. The prevalence of
genotype C/T was =33% in patients and 38% in controls. The
differences of the prevalences were not statistically signifi-
cant. In contrast, the prevalence of genotype 777 was almost
6% in patients and <<2% in controls. Here the difference was
statistically significant (P<<0.001). The frequency of the 40
C/T polymorphism was in the Hardy—Weinberg equilibrium.
This frequency is included in the confidence interval of our
controls in the Spanish population (2% 95% CI, 0.7 to 4.6).2%
There were no statistically significant differences in mean
values of plasma Factor Xllc levels between patients
(11231351 and controls (114.6+25.9) (data not shown).
The distribution of plasma Factor Xllc levels according to the
genotype is shown in the Figure. The Factor Xllc levels,
analyzed as a function of the 46 C—T polymorphism,
showed statistically significant differences between the dif-
ferent genotypes (P<<0.0001). Genotype 7/T showed the
lowest levels of Factor Xllc (57.9%; range, 43 to 94)
compared with the levels of the other genotypes (C/C
genotype: 127.6%: range, 62 to 250 and C/T genotype: 95.2;
range, 46 to 175).

The risk of IS associated with plasma Factor Xllc plasma
levels and with C/C, C/T, and 77T genotypes are shown in
Table 3. The crude OR of IS associated with low levels of
Factor XlIle (<<74%) in patients compared with controls was
2.7(95% CI, 1.4 to 5.2). When we adjusted for sex, age, and
other covariables, such as Factor Vlllc, hypercholesterol-
emia, hypertension, diabetes, and fibrinogen, the OR was 2.9
(V3% CI, 1.3 to 6.2) for IS patients compared with the
controls.

We studied the risk of IS associated with the genotype C/C.
The crude OR of IS associated with the 46 C—T poly-

TABLE 2. Distribution of the 46 C— T Polymorphism of the
F12 Gene in the Spanish Population

[ Contrals
N (%) W (%)
C/C (n=266) 126 (61.5) 140 (60.6)
C/T (n=1585) 67 (32.7) 88 (38.1)
/T (n=15) 12 (5.9) 3(1.3)

1797

morphism for the genotype C/C was 1.0 (95% CI, 0.7 to 1.5).
When we analyzed the risk adjusted for sex, age, and other
covariables, such as Factor VIlle, smoking, hypercholester-
olemia, hypertension, diabetes, and fibrinogen, the OR was
1.0 (95% CI, 0.7 to 1.5) for IS patients compared with the
controls. We also studied the risk of IS associated with the
genotype C/T. The crude OR of 1S associated with the 46
C—1 polymorphism for the genotype C/T was 1.3 (95% CI,
0.9 to 1.9). When we analyzed the risk adjusted for sex, age,
and other covariables, the OR was 1.2 (95% CL, 0.8 to 1.9) for
IS patients compared with the controls. The crude OR of IS

associated with the 46 C—T polymorphism for the /T

genotype was 4.7 (95% C1, 1.3 to 16.9). When we analyzed
the risk adjusted for sex, age, and other covariables, such as
Factor VIllc, smoking, hypercholesterolemia, hypertension,

250 =

* :
g e 127.6 (62-250)
—
]
Q
>
o *95.2(46-175)
© 150 =
>
13
=]
k1]
£ -
(18
*579(43-94)
|
0= =266 |
=15
=15
T ] T
oT T

Distribution of the Factor Xlic levels according to the 46 C—T
polymorphism of the F712 gene in the Spanish population. *Fac-
tor Xlic levels, mean value, and range.
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TABLE 3. Risk of IS Associated With Factor Xllc Plasma Levels and Associated With /T, C/T,
and C/C Genotypes
1S Controls OR* ORt
N=205 N=235 {95% CIy {95% CI)
Factor Xllc =74%, n (%) 176 (B5.8) 222 (94.1) 1t 1t
Factor Xlle <74%, n (%) 29 (14.2) 13 (5.9 2.7 (1.4-5.2) 2.9 (1.3-6.2)
G/Tand T, n (%) 138 (67.3) 143 ({61.9) 15 1t
C/T N (%) 67 (32.7) 88 (38.1) 1.3 (0.9-1.9) 1.2 (0.8—1.9)
G/Tand T, n (%) 78 (38.5) 91 (39.4) 15 15
C/T, (%) 126 (61.5) 140 (60.6) 1.0 (0.7-1.5) 1.0 (0.71.6)
CAC and G, n (%) 193 (84.1) 228 (98.7) 15 15
/T, n (%) 12 (5.9) 3{(1.3) 47 (1.3-16.9) 44 (1.1-15.9)

*Unadjusted OR.

tAdjusted by age, sex, smoking, hypertension, obesity, hypercholesterolemia, diabetes, fibrinogen, and Factor Vilic

levels.

tReference group: subjects with Factor Xllc =>74%.

§Reference group.

diabetes, and fibrinogen, the OR was 4.1 (95% CIL, 1.1 to 15.9)
for IS patients compared with the controls. This suggests that
genotype 707 is an independent risk factor for [S.

Discussion
Our case—control study showed an adjusted OR of 4.1 (953%
CIL 1.1 to 15.9) for IS associated with the genotype /7T of the
46 C—T polymorphism, and confirms and extends the
previous observation that individuals with different geno-
types ftor the 46 C—T polymorphism show
significant differences in their plasma Factor Xllc lev

statistically
ols.24

Also, in our study, conventional cardiovascular risk factors
such as hypertension and diabetes, were associated with the
risk of IS. Hemostatic risk factors, such as fibrinogen and
Factor Vlllc levels, also increase the risk of
agree with those of other studies.7#

Several studies have reported an association between the
46 C—T polymorphism and cardiovascular disease, ie myo-
cardial infarction. However, this association was not con-
firmed in subsequent studies.!®17 Only 1 study in a Japanese
population has explored this association with IS, and there
no statistically significant association
morphism with the risk of IS.?

Owr study is unique because our strateg
avoid the well-known biases of association

5. These results

was of this poly-
r was designed to
with
regard to establishing a polymorphism as a risk factor for the
development of thrombotic disease.2? From the GAIT Project
{a family-based study)., we knew that there was a linkage
between the 46 C—T polymorphism in the /72 gene and the
thromboembolic disease. including cardiovascular disease. 24
We demonstrated a high heritability (47 67%) of Factor XII
and we reported also that the structural //2 gene influenced
both susceptibility to thrombosis and Factor XII plasma
levels.?*2% Following these results, we were able to design an

studies

age—gender—ethnic-matched case—control study in an inde-
pendent population that replicated the GAIT Project results.

The small sample. which is constricted by the fact that only
survivors of IS are included in this case—control study, is one
of the limitations and a major problem in many cardiovascu-
lar case—control studies, but only prospective studies shed

some light on this inherent design problem. Despite these
provocative results, the role of Factor XII levels in the
development of IS is still not well understood. It has been
suggested that activated Factor XII has a pivotal role in
several pathways concerned with tissue defense and repair,
including the initiation of the intrinsic pathways in blood
coagulation. It acts as a potent activator of plasminogen'* and
contributes to fibrinolysis.'S It has been hypothesized that
Factor XII is implicated in the pathogenesis of atherosclero-
sis. It appears that human endothelial cells possess receptors
for Factor XII, and Factor XII is activated on contact with
biological surfaces.!! It may be that low levels of Factor XII
reflect vascular lesions and a lower fibrinolysis activity. Both
mechanisms of action might increase the risk of IS.14:15 [n our
study, we found that low levels of Factor Xlle ( Vo)
increased the risk of IS, These data are in agreement with the
observed risk of thromboembolic complications in some
patients with Factor XII deficiency but not in other patients.'?
It is well-known that the development of IS as a complex
disease depends on the interaction of multiple environmental
and genetic factors. This complexity may explain the liability
to develop IS in some patients with low levels (including
severe deficiencies) of Factor XII levels. It is clear that
further studies are needed to elucidate the role of Factor XII
levels in IS.

In conclusion, we found a 4-fold higher risk of IS associ-
ated with the homozygosity of the T allele of the /772, 46
C—T polymorphism in the Spanish population. We hope that
this study along with others will help assess the feasibility of
developing new strategies to prevent IS and to develop
therapeutical approaches.
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Thrombaosis

Homozygosity of the T allele of the 46 C—T polymorphism
in the F12 gene is a risk factor for acute coronary artery
disease in the Spanish population

Following new guidelines that contain recommenda-
tions on the desirable features of a genetic association
study, we performed a case-control study to establish
the risk of acute coronary artery disease (CAD) related to
the polymorphism (46 C—T) in the F712 gene. We found
a 6-fold higher risk of acute CAD associated with the
homozygosity of the T allele of the F12, 46C—T poly-
morphism in the Spanish population.

haematologica 20104; 80:R7B-879
(http://www.haematologica.org/2004/7/878)

Acute coronhary artery disease (CAD) is complex and
results from interactions between environmental and
genetic factors."® Association studies have shown that
there is a relation between factor XlI levels and the 46 C—T
polymorphism in the development of CAD, but the results
are controversial.™®

Our association study is unigue because it was desighed
to avoid the usual biases of association studies in regard to
establishing a polymorphism as a risk factor. We followed
the new guidelines containing recommendations on the
desirable features of a genetic association study.”® From the
GAIT Project (a family-based study), we demonstrated a
high heritability (h?= 67%) of factor XIl, and we also
reported that the structural F12 gene influenced both sus-
ceptibility to thrombosis and plasma levels of factor XII.**
Following these results, we conducted an age-gender-eth-
nic matched, case-control study of an independent sample
of Spanish individuals to assess the risk of acute CAD asso-
ciated with the 46 C—T polymorphism of the F12 gene and
factor Xl levels.

We included 174 patients who were diagnosed as having
acute CAD, and 211 control subjects. Patients with acute
CAD were admitted to the Cardiology Department of our
hospital between 1998 and 2003 at their first episode of
acute CAD. Acute CAD was confirmed on the basis of defin-
itive ischemia or necrosis of the myocardium. Control sub-
jects were friends and spouses of patients; they were
included only if they had no personal history of throm-
boembolic disease, including venous and arterial thrombo-
sis, cirrhosis, nephrotic syndrome or active cancer. Patients
and controls gave informed consent to participation in the
study. A limitation of our study is that it included the sur-
vivors of the acute event. Blood samples were obtained
from the antecubital vein no earlier than 6 months after
the acute episode. Fibrinogen was measured by the Clauss
method as described elsewhere. Assays for factor VIl were

878

Sorensen HT. The impact of M-component type and immunoglot
ulin concentration on the risk of malignant transformation i
patients with monoclonal gammopathy of undetermined signif
cance. Haematologica 2001;86:1172-9.

8. Gregersen H, bsen J, Mellemkjcer L, Dahlerup J, Olsen 1, Sorense
H. Mortality and causes of death in patients with monaclon:
gammopathy of undetermined significance. Br ] Haematal 2007
112:353-7.

9. Van De Donk N, De Weerdt 0, Eurelings M, Bloem A, Lokhorst F
Malignant transformation of monoclonal gammopathy of unde
termined significance: cumulative incidence and prognestic fac
tors. Leuk Lymphoma 2001;42:609-18.

Table 1. Basic characteristics of patients and controls

ACAD Controls  Unadjusted OR
(n=174)  (n=211)  (95%Cl)

ni(% ) n(% ) and p values
Sex (female/male) 54/120 91/120 NS
Age (years, 57 57 NS
mean, range) (21-78) (26-80)
Smoking 96 78 2.1

(55) (37)  (1.4-3.2)*
Hypercholesterolemia 92 44 43

(53) (21 (2.7-6.7)*
Family history of 84 38 43
arterial thrombaosis (48) (18) (2.7-6.7)*
Hypertension 92 (53) 40 (19) 4.8(3.0-7.5)*
Obesity 19(11) 7(3) 3.5(1.5-8.7)*
Alcohol intake 11 (6) 11(5) 1.7(0.5-2.9)
Diabetes mellitus 34 (20) 11(5) 4.4(2,2-9.0)*
Factor Vllic levels, 186.9 159.4 p=<0.0001
% (mean, range) (74-526) (48-360)
Fibrinogen. g/L, 3.7 3.5 P=0.05
mean, range) (1.9-6.9) (2.1-7.8)

*Differences are statistically significant (p<0.05).

performed on fresh plasma samples. The remaining plasm
samples were stored at -80°C until used. Factor Villc an
factor Xllc were assayed using deficient plasma fror
Diagnostica Stago (Asniéres, France).""The 46 C—T variar
was determined using the primers described previously
with minor modification in the reaction conditions.” Fc
statistical analysis, using ROC curves, we considered factc
VIl levels to be elevated if they were higher than 151% an
fibrinogen levels elevated if they were higher than 3.5 g/l
For factor Xllc, we used levels lower than the 10™ percentil
(lower than 68%) as a cut-off. Odds ratios (OR) were cal
culated as risk for acute CAD adjusted for age and sex an
other co-variables by logistic regression. We considered th
genotypes C/C and C[T as the reference group. p value
<0.05 were considered statistically significant.

The basic characteristics of the sample population ar
given in Table 1. All of the major cardiovascular conven
tional risk factors, such as hypercholesterolemia, hyperten
sion, and diabetes mellitus, were associated with a signifi

haematologica 2004; 89(7):July 2004
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Table 2. Risk of acute CAD (ACAD) ssociated with factor Xllc plasma levels and with T/T genotype.

ACAD Controls OR* OR®
n=174 n=211
Factor Xllc 268 %, n (%) 158 (91) 207 (98) 1# 1#
Factor Xllc <68 %, n (%) 16 (9) 4(2) 51 5.9
(95% Cl: 1.7-15.5) (95%CI: 1.7-20.5)
C/Cand C/T, n (%) 164 (94.3) 208 (98.6) 1 1
T/T,n (%) 10 (5.7) 3(1.4) 4.2 4.8
(95% ClI:1.2-15.6) {95%Cl: 1.2-20.5)
*Unadjusted. ®Adjusted by age, sex, smoking, hypertension, obesity, hypercholesterolemia, diabetes, fibrinagen and factor VIllc levels. #Reference group: subjects with
factor Xilc =68%. " Reference group: subjects v G/

cantly increased risk of acute CAD. Levels of factor Vlllc
higher than 151% were associated with a higher risk of
acute CAD.

The prevalence of the C/C genotype was about 60% in
both patients and in controls; the prevalence of the C/T
genotype was 35% in patients and 38% in controls (p=ns).
In contrast, the prevalence of genotype T/T was almost 6%
in patients and less than 2% in controls (p<0.001). Factor
KXllc levels, analyzed as a function of the 46 C—T polymaor-
phism, were statistically significantly different among
groups with the different genotypes. Subjects with T/T
genotype showed lower levels of factor Xllc [52.5% (range:
27-74)] than those with the other genotypes [C/C geno-
type: 124.1% (range: 58-180) and C/T genotype: 98.1
{range: 52-164)].

The risk of acute CAD associated with plasma factor Xllc
levels and with genotype T/T is shown in Table 2. The crude
OR of acute CAD associated with low levels of factor Xllc
(<68%) in patients compared within controls was 5.1 (Cl
950%0: 1.7-15.5), when we adjusted for covariables, the OR
was 5.9 (959 Cl: 1.7-20.5). The crude OR of acute CAD
associated with the 46 C—T polymorphism for the T/T
genotype was 4.2 (95% Cl: 1.2-15.6); when we adjusted for
co-variables, the OR was 4.8 (95% Cl: 1.2-20.5). The risk
was not statistically significant when adjusted by factor XII
levels as a covariate.

In conclusion, we found a 6-fold higher risk of acute CAD
associated with homozygosity of the T allele of the F12, 46
C—T polymorphism in the Spanish population. We also
found that low levels of factor Xllc (<68%) are associated
with a higher risk of acute CAD. Knowledge of genetic vari-
ants related to the risk of acute CAD should allow us to
understand arterial disease better, and ultimately lead us
to improve the management of patients with acute CAD.
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DISCUSION CONJUNTA
THOMBIN-ACTIVATABLE FIBRINOLYSIS INHIBITOR (TAFI)

Variabilidad del TAFI funcional en poblacion espafiola.

Uno de los aspectos importantes que se debe de estudiar ante la caracterizacion de una nueva
molécula es conocer la variabilidad en las diferentes poblaciones y la posible correlacion de
los niveles de esta molécula con factores como la edad, el sexo, y si los niveles varian en
funcién de otros fenotipos. En el caso del TAFI, era importante conocer su variabilidad en
funcion del sexo y edad. Ademas, dada la cantidad de estudios que lo relacionaban con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, la variacion de los niveles en funcion de factores
de riesgo convencionales cardiovasculares nos ayudaria establecer si las personas con factores
de riesgo cardiovasculares presentaban niveles diferentes de TAFI con respecto a poblacion sin
factores de riesgo. Existe s6lo un trabajo que haya estudiado la variacion de los niveles de
TAFI antigénico con los diferentes factores de riesgo como la diabetes, la hipertension, etc., Y
s6lo un estudio sobre la variabilidad del TAFI antigénico en funcion del sexo y la edad. No
existe, ademas, ninguna publicacién que correlacione el TAFI antigénico con otros factores
hemostaticos como el fibrindgeno, factor VIII, etc. Por ello, este es el primer estudio que
establece las variaciones de TAFI funcional en funcion de estos parametros. No realizamos las
correlaciones en cuanto al TAFI antigénico ya que los Gltimos datos obtenidos en otros
trabajos han establecido que los resultados del TAFI antigénico en cuanto a enfermedad
cardiovascular y variabilidad podian ser espurios. La explicacion de este hecho viene dada
porqgue el anticuerpo utilizado en el método ELISA sblo expresaba reactividad frente a una de
las isoformas del TAFI en funcién de la influencia de los diferentes polimorfismos del TAFI en
la poblacion estudiada. Ello provoca que dichos resultados no fueran extrapolables a otras
poblaciones o sujetos, y por tanto, las conclusiones a las que se pudiesen llegar con el TAFI
antigénico deben de tomarse con precaucion.

En cuanto a nuestros resultados, no observamos diferencias en los niveles de TAFI funcional
en funcion de la edad en los hombres. Tampoco se encontraron diferencias en los niveles de
TAFI funcional entre los hombres y mujeres mayores de 30 afios. Sin embargo, las mujeres
menores de 30 afios presentaron niveles significativamente inferiores de TAFI funcional a las
mujeres de mayor edad. La explicacion podria estar relacionada con factores hormonales como

los anticonceptivos orales, ya que existen estudios que asi lo demuestran. Pero en nuestra
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poblacion, el tamafio de la muestra impidié analizar esta relacion. Es interesante esta
observacion, ya que explicaria, en parte, el estado protrombético de las mujeres en funcion de
la edad y del ambiente hormonal, que lleva a un aumento del desarrollo de enfermedad
tromboembdlica arterial a edades tardias. Estos datos son similares a los obtenidos por
Chetaille et al (85), en el que se estudiaba las variaciones de TAFI antigénico en hombre y
mujeres en funcion de la edad.

Los hombres no presentaron variacion en los niveles de TAFI funcional asociados a los
diferentes factores de riesgo cardiovascular, como dislipemia, tabaquismo, diabetes mellitus,
ingesta de alcohol, obesidad o hipertension. Juhan-Vague et al (96) en su estudio sobre la
asociacion de TAFI antigénico y los factores de riesgo cardiovasculares también obtuvieron
similares resultados. Las mujeres con dislipemia presentaron un aumento de los niveles de
TAFI funcional con respecto a las mujeres sin dislipemia. No presentaron variacion en funcion
del resto de los factores de riesgo cardiovasculares. Juhan-Vague et al (96) no encontraron
diferencias en los niveles de TAFI antigénico y los diferentes factores de riesgo tras ajustar por
edad, aunque encontraron una correlacion positiva con los niveles de colesterol. En este
estudio concluyen que la variabilidad del TAFI antigénico no esta influida por el estilo de vida
ni factores de riesgo clasicamente relacionados con las enfermedades cardiovasculares, y
sugieren, por tanto, que su variacion estaria mas condicionada a factores genéticos.

Las correlaciones del TAFI funcional con diferentes factores de la hemostasia fueron
significativas, pero al ajustar por diferentes covariables como sexo y edad, perdieron
significacion estadistica. No existen datos al respecto en otros estudios ni con el TAFI
antigénico ni con el TAFI funcional.

Estos resultados implican que la variabilidad del TAFI funcional también parece estar
determinada principalmente por factores genéticos, y que no parece haber correlacion
fenotipica con el resto de factores de la hemostasia, por lo que su variabilidad no dependeria de
genes relacionados con la variabilidad de los otros factores, Henry et al (71)y Trégouet et al
(72), han demostrado esta observacion, ya que existen varios polimorfismos en el gen
estructural del TAFI que explican la mayor parte de la variabilidad del TAFI antigénico. En
cuanto al TAFI funcional, ademas de esa importante base genética, tambien existen
interacciones gen-gen y gen-ambiente, sobre todo en las mujeres que explicaria la variacion de

los niveles de TAFI en cuanto a la edad y a la presencia de dislipemia.
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Trombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) yv Enfermedad Tromboembdlica

Arterial

Varios estudios han relacionado los niveles altos de TAFI antigénico con el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares como los sindromes coronarios agudos, pero
ninguno habia estudiado su relacién con la enfermedad cerebrovascular isquémica. Partiendo
de la hipotesis de que niveles altos de TAFI estarian asociados a un riesgo superior de
desarrollar enfermedad, Ilevamos a cabo los primeros estudios que asociaban los niveles de
TAFI funcional con el riesgo de enfermedad tromboembdlica arterial. Por supuesto, en ambos
estudios, hemos de tener en cuenta que solo hemos incluido a los supervivientes de la
enfermedad, pero este es el problema mas comin en el disefio de este tipo de estudios.

En la poblacion con sindrome coronario agudo, los niveles de TAFI funcional superiores a
126% se asociaron a un riesgo casi 5 veces mayor de padecer la enfermedad, incluso tras
ajustar por las diferentes covariables. El resto de factores de riesgo cardiovasculares que
estudiamos y que utilizamos para el modelo de regresion, también se asociaron a un riesgo
superior de enfermedad trombatica. Entre ellos cabe destacar la historia familiar de trombosis,
la hipertension y la diabetes. También se estudié la posible variacion en funcién del sexo y
edad, y los diferentes factores de riesgo cardiovasculares en poblacion control y con sindrome
coronario agudo, y sélo mujeres con edad inferior a 30 afios en poblacion control, mostraron
niveles inferiores de TAFI funcional. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Juhan-
Vague et al (96)y por Chetaille et al (85) sobre factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular incluyendo sexo y edad con niveles de TAFI antigénico. Diversos estudios han
establecido la asociacién de niveles altos de TAFI antigénico y el riesgo de enfermedad
coronaria, como Morange et al. (93) y otros. Brouwers et al. (95) asociaron niveles altos de
TAFI antigénico con angina inestable refractaria. Sin embargo, Juhan-Vague et al, (90) en un
estudio sobre la relacion del infarto de miocardio en norte y sur de Europa con los niveles de
TAFI antigénico observo que los niveles altos de TAFI antigénico eran un factor protector. Los
diferentes resultados obtenidos en los diversos estudios pueden ser explicados por el hecho de
que los niveles de TAFI antigénico varian en funcion del reactivo utilizado. En el afio 2003,
Gils et al. (109), observaron que las diferentes isoformas segun el genotipo, presentaban una
reactividad diferente a los paneles de antigenos monoclonales. En particular, el genotipo 325

mostraba diferente reactividad a los antigenos en funcion de las diferentes isoformas. Por ello,
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en funcion de la prevalencia de estos polimorfismos en las poblaciones estudiadas, los niveles
de TAFI variarian, y los resultados obtenidos con dichos reactivos de ELISA hasta la fecha
como posible factor de riesgo, debian de tomarse con precaucion. No existen datos sobre la
misma problematicay los niveles de TAFI funcional, aunque parece que la técnica utilizada 'y
los reactivos son independientes de los polimorfismos en la poblacion.

Niveles de TAFI funcional superiores al 120% se asociaron a un incremento 6 veces mayor de
desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica, tras ajustar por las diferentes covariables.
Loas factores de riesgo cardiovasculares como la historia familiar de trombosis, dislipemia,
diabetes o tabaquismo también se asociaron a un riesgo superior de trombosis. No existen
estudios sobre la asociacion de TAFI funcional y la enfermedad cerebrovascular. Aunque
existen estudios realizados por Monasterio et al (110) y Montaner et al (111) en el que
establecen niveles superiores de TAFI antigénico en pacientes con enfermedad cerebrovascular
isquémica aguda y su respuesta al tratamiento fibrinolitico y evolucion, en fase aguda.

Tras estudiar el TAFI funcional en ambas poblaciones, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, y que existe una explicacién bioldgica plausible sobre su implicacién en el proceso
etiopatogeénico de la enfermedad tromboembolica arterial, se podria establecer el TAFI
funcional como un nuevo biomarcador de riesgo de enfermedad trombdtica arterial.

El TAFI funcional es por tanto un nuevo fenotipo intermediario implicado en la enfermedad

trombética.
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Polimorfismo 46 C/T del gen del F12 y enfermedad tromboembdlica arterial

Sin duda, un aspecto importante y novedoso de nuestro estudio en el campo de la genética y
de la medicina, es el seguimiento y la aplicacion de las normas establecidas por expertos
internacionales, a la hora de realizar estudios de asociacion con polimorfismos genéticos. Otro
de los aspectos a destacar, es sin duda, entender la enfermedad tromboembdlica tanto venosa
como arterial, como un fenotipo complejo y multifactorial con una base genética comun
(heredabilidad del 61%). Y por tanto, como una manifestacion de la susceptibilidad genética
de cada individuo a presentar trombosis. En funcion de diferentes interacciones gen-gen e
interacciones gen-ambiente, el individuo desarrollara o bien trombosis arterial o bien venosa o
tal vez ambos fenotipos (2).

A la hora de elegir un polimorfismo a estudiar en nuestra poblacién, seguimos todas las pautas
establecidas. En primer lugar, para evitar el riesgo de estratificacion de poblaciones, s6lo
incluimos individuos de origen espafiol. Y a partir de esta premisa, y teniendo en cuenta los
resultados del estudio GAIT con respecto al polimorfismo 46 C/T del gen F12 (41), decidimos
estudiar la prevalencia de este genotipo en la poblacion espafiola y su asociacion con la
enfermedad arterial tanto la enfermedad cerebrovascular isquémico como el sindrome
coronario agudo. Los resultados del estudio GAIT, nos demostraron que la heredabilidad del
factor Xl era del 67%. Ademas se localizaron 2 QTL relacionados con la variabilidad de los
niveles del factor XII. Uno de ellos ademéas se relacionaba con el riesgo de desarrollar
trombosis, este QTL era el polimorfismo 46 C/T que se encuentra en exon 1 del gen F12 (una
transicion C —T en la posicion del nucleotido 46). Ademas otros estudios habian demostrado
in vitro que era un polimorfismo funcional. Estdbamos pues, delante un polimorfismo
potencialmente elegible para realizar estudios de asociacion en patologia trombética arterial.
En el estudio de los individuos con enfermedad cerebrovascular isquémica, se incluyeron todos
los subtipos excepto los de causa inusual. Los factores de riesgo cardiovasculares
convencionales como hipertension, hipercolesterolemia y diabetes mellitus se asociaron con
aumento del riesgo de desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica. La historia familiar
de enfermedad tromboembdlica al igual que el consumo de alcohol, fueron los factores de
riesgo mas importantes asociados al riesgo de desarrollarla. Entre los factores hemostaticos,
analizamos el factor VII1 y el fibrindgeno, ya que son actualmente los méas aceptados como

tales en la mayoria de estudios realizados. Tanto el factor VI, por encima de 176% como el
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fibrindgeno por encima de 3.5 g/l se asociaron a un riesgo superior de enfermedad.

En el sindrome coronario agudo, incluimos individuos que habian presentado infarto agudo de
miocardio y angina inestable como parte del sindrome coronario agudo. Los factores de riesgo
cardiovasculares convencionales, como el tabaquismo, la diabetes mellitus, la hipertensiony la
hipercolesterolemia se asociaron de manera significativa con el riesgo de desarrollar sindrome
coronario agudo. La historia familiar de enfermedad trombotica también fue un factor de
riesgo importante. El factor VIII (superior a 156%) v el fibrindgeno (superior a 3.5 g/l) se
asociaron a un incremento significativo de desarrollar sindrome coronario agudo.

La prevalencia del genotipo 46 C/T del gen del F12 en la poblacion espafiola control fue de un
60% del genotipo C/C, 38% del genotipo C/T y un 2% presentaban el genotipo T/T. En la
poblacion con patologia trombdtica arterial, tanto con sindrome coronario agudo como
enfermedad cerebrovascular arterial, el genotipo C/C presento una prevalencia aproximada al
60%, el genotipo C/T se observo en aproximadamente el 33-35%, y el genotipo T/T en el 6%
de los individuos. En funcién de los datos observamos que en patologia arterial, excepto para
la homozigosis del alelo T, los otros 2 genotipos presentaban similar distribucion a la
poblacion control. Por ello, analizamos el riesgo de enfermedad tromboembodlica arterial en
funcion del genotipo T/T, y tras ajustar por todos los factores de riesgo incluidos, observamos
un incremento significativo, entre 4 y 5 veces superior, del riesgo de desarrollar sindrome
coronario agudo y de enfermedad cerebrovascular isquémica.

Los niveles de factor XII plasmatico, tal como esperdbamos, mostraron diferencias
estadisticamente significativas en funcion del genotipo. El genotipo C/C mostro valores
superiores a los otros genotipos, tanto en poblacion control como en pacientes. EI genotipo T/T
se asocio a niveles inferiores de factor X1 en ambas poblaciones. La mediay rango de niveles
de factor XII fue de: 127% (rango: 62-250), para el genotipo C/C, de 95.2% (rango:46-175)
para el genotipo C/T, y 57.7 (rango:43-94) para el genotipo T/T.

Analizamos el riesgo de desarrollar enfermedad tromboembolica arterial en funcion de los
niveles de factor XII. En el sindrome coronario agudo, niveles inferiores a 68% de factor XII,
tras ajustar por las diferentes covariables, se asociaron a un riesgo de 6 veces superior a
presentar enfermedad. De manera similar, niveles inferiores a <74% de factor XII se asociaron
a un riesgo 3 veces superior a desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica.

Nuestros resultados son novedosos por 2 motivos: por la estrategia utilizada siguiendo las
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recomendaciones en los estudios de asociacion con polimorfismos, y por la escasez de estudios
de sobre la asociacion de este polimorfismo a enfermedad tromboembdlica arterial. En
enfermedad cerebrovascular isquémica ,solamente existe un estudio realizado por Oguchi et al
, en poblacion japonesa que no encontrd asociacion del polimorfismo con el riesgo de
presentar enfermedad cerebrovascular isquémica.

En cuanto a la enfermedad coronaria aguda, existen algunos estudios pero los resultados son
diferentes. Miller et al. (101) observé que niveles altos de Factor Xlla se asociaban a riesgo de
enfermedad coronaria aguda en hombres. Zito et al (102) refiere un aumento del riesgo
asociado a niveles altos de factor XII aunque no encuentra asociacion del polimorfismo con el
riesgo de enfermedad. Sin embargo, en otro estudio posterior, Zito et al (104) encontr6 un
aumento del riesgo de enfermedad coronaria asociada al genotipo T/T en hombres con
hipercolesterolemia. Kohler et al.(103) y Colhoum et al. (106), no observaron ninguna
asociacion entre el genotipo y el riesgo de enfermedad coronaria aguda. Mientras que Endler et
al.(105) establece que el polimorfismo es un factor protector para el desarrollo de la
enfermedad coronaria aguda. Esta divergencia en los resultados puede ser el resultado de no
haber seguido las recomendaciones a la hora de realizar estudios de asociacion con
polimorfismos. Lo que nos lleva a enfatizar la importancia de dichas recomendaciones en
estudios de asociacion para evitar tanto falsos positivos como falsos negativos.

Otro punto importante, es comprender la diferencia entre los niveles de factor XII, es decir el
fenotipo intermediario, y el genotipo, cuando hablamos de riesgo asociado a desarrollar
enfermedad. Es decir, los niveles de factor XII, estan influidos por varios factores, entre ellos
otro QTL en el cromosoma 10, que esta relacionado con los niveles de factor XII, aunque este
no esta asociado con el riesgo de trombosis.(41) De ahi la complejidad de la enfermedad
tromboembdlica, por un lado, se debe conocer los fenotipos intermediarios y por otro lado, los
diferentes genes e interacciones gen-gen, para llegar a comprender la etiopatogenia de esta
enfermedad compleja y multifactorial. A partir de esta premisa, podemaos establecer en primer
lugar que niveles bajos de factor XII estan asociados a enfermedad tromboembolica arterial.
En segundo lugar, que el polimorfismo 46 C/T del gen F12 esta asociado a los niveles de factor
XI1, y entercer lugar que el genotipo T/T asociado a niveles bajos de factor X1 se asocia a su

vez con el riesgo de desarrollar enfermedad tromboembdlica arterial.
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CONCLUSIONES
1. Variaciones del TAFI funcional en poblacion espafiolay correlaciones con factores de
riesgo cardiovascular y factores hemostaticos

Los niveles de TAFI funcional son inferiores en mujeres espafiolas menores de 30 afios,
mientras que en los hombres no se han encontrado variaciones en funcion de la edad.

No observamos variaciones del TAFI funcional en funcion de los diferentes factores de
riesgo cardiovasculares.

Tampoco los niveles de TAFI funcional mostraron correlacion significativa con

diferentes factores de la hemostasia.

2.Asociacion entre los niveles de TAFI funcional con el riesgo de presentar enfermedad
coronaria aguda y enfermedad cerebrovascular isquémica.

Niveles de TAFI funcional por encima de 126% se asociaron a un riesgo 4 veces superior
de desarrollar enfermedad coronaria aguda.

Niveles de TAFI funcional superiores a 120% se asociaron a un riesgo 6 veces superior

de presentar enfermedad cerebrovascular aguda.

3.Prevalencia del polimorfismo 46 C/T del gen F12 en poblacién espafiola y su asociacion
con los niveles de Factor XII.

La prevalencia del genotipo C/C en poblacion control del sindrome coronario agudo y la
enfermedad cerebrovascular isquémica fue de 60% y 61% y se asocié a niveles de Factor XII
entre 124% y 127%, respectivamente.

La prevalencia del genotipo C/T en poblacion control fue del 38% y se asocio a niveles de
factor XII entre 95% y 98%.

La prevalencia del genotipo T/T en poblacidn control oscil6 entre un 2%y 3%y se asocio

a niveles entre 58% y 52.5%.

4. Asociacion entre el polimorfismo 46 C/T del gen F12 con el riesgo de presentar

enfermedad coronaria aguda y enfermedad cerebrovascular isquémica.

La homozigosis para el alelo T del polimorfismo 46 C/T del gen F12 se asocia a un riesgo
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4 veces superior de desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica.

Los niveles de Factor XII inferiores a 74% se asociaron a un riesgo 3 veces superior de
desarrollar enfermedad cerebrovascular isquémica.

La homozigosis para el alelo T del polimorfismo 46 C/T del gen F12 se asocia a un riesgo
6 veces superior de desarrollar enfermedad coronaria aguda.

Los niveles de Factor XII inferiores a 68% se asociaron a un riesgo casi 5 veces superior

de desarrollar enfermedad coronaria aguda.
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CONSIDERACIONES FINALES

La enfermedad tromboemboalica, tanto la venosa como la arterial, debe de considerarse como
una enfermedad compleja con diferentes modos de presentacion. Por ello, es importante
conocer los diferentes fenotipos intermediarios como el TAFI y también las variantes genéticas
que pueden estar determinando una mayor susceptibilidad a desarrollar trombosis.

Sin duda, el TAFI, es una de los factores intermediarios que nos ha permitido investigar y
demostrar las complejas interacciones e interrelacion entre los factores de la coagulacion y la
fibrinolisis, asi como diversos factores relacionados con el endotelio y las plaquetas. Ello nos
abre un inmenso campo de investigacion, ya que el concepto de hemostasia como una cascada
de factores ha quedado obsoleto y de ahora en adelante la hemostasia y la trombosis debe ser
considerado un modelo de interaccion compleja que incluye diferentes células, factores
hemostaticos, factores inflamatorios y factores ambientales. EI aumento del TAFI esta
relacionado con un aumento del riesgo de desarrollar enfermedad arterial, aunque el
mecanismo aun estd por dilucidar. El estudio de los polimorfismos implicados en su
variabilidad también nos dara ciertas claves de su mecanismo de acién e interaccion con
diferentes componentes de la hemostasia.

En cuanto a la controversia de la utilidad de los estudios de asociacion y los marcadores
genéticos, parece que por fin existe un consenso sobre su papel en el estudio de las
enfermedades tromboembdlicas, su utilidad y por tanto, de la importancia de su realizacion,
siempre que se cumplan los diferentes puntos ya mencionados en las diferentes editoriales. En
nuestros estudios de asociacion hemos seguido los diferentes pasos para llegar a demostrar que
el polimorfismo 46 C/T del gen F12 puede considerarse como un nuevo factor de riesgo
genético para desarrollar enfermedad tromboembolica arterial y debe de tenerse en cuenta a la
hora de incluirlo en los estudios de trombofilia. Otro punto diferente serd establecer la
necesidad de estudios familiares y la interaccién de dicho polimorfismo con factores de riesgo
ambientales tales como los anticonceptivos.

Estamos por tanto en una nueva era en la investigacion de la enfermedad tromboembdlica,
donde los estudios de ligamiento, los estudios de interaccion gen-ambiente y los estudios de
asociacion pueden aportar informacion nueva y complementaria, que finalmente nos lleve a la
comprension de los factores que llevan a un individuo a pasar de ser susceptible a desarrollar

una enfermedad a finalmente desarrollarla. Y, en definitiva a establecer perfiles individuales de
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riesgo de enfermedad tromboembdlica con el fin de planificar estrategias de medicina

preventiva primaria y secundaria.
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