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l. Introduccion

El sistema hemostatico es un complejo mecanismo de defensa del organismo que tiene
numerosas funciones, entre las que sobresalen las de mantener permeable la luz vascular, establecer
el tapdn hemostatico en caso de lesion vascular y, en caso de producirse una obstruccién por un
coagulo de fibrina, generar su lisis. De una forma bastante simplificada se entiende que este sistema
tiene dos compartimentos: uno de caracter celular, integrado fundamentalmente por plagquetas y
endotelio; el otro, de caracter plasmatico, donde participan proteinas con actividad procoagulante
generadoras de fibrina en el sistema enzimatico de la coagulacion sanguinea, otras conocidas como
inhibidores que modulan el sistema anterior y, finalmente, las que inducen actividad fibrinolitica,
cuyo cometido es el de limpiar de fibrina el lecho vascular en caso de activacion del sistema de la
coagulacion sanguinea. La funcion, interaccion y regulacion entre los componentes celulares y
proteinas que participan en este amplio, complejo y dinamico proceso ha sido estudiado
extensamente y podemos encontrar revisiones recientes (1,2), pero aunque ya se ha alcanzado un
notable entendimiento del funcionamiento del sistema hemostatico en modelos “in vitro”, el
conocimiento detallado de su integracion funcional “in vivo” sigue siendo un auténtico reto.

En las décadas de los afios setenta y ochenta se desvel6 la estructura y funcion de una buena
parte de las proteinas implicadas en el sistema hemostatico, asi como el papel de los receptores
adhesivos plaquetarios y sus mecanismos de interaccion con el subendotelio vascular. El avance esta
siendo mucho mas espectacular con el conocimiento de los genes codificantes de esas proteinas, lo
que esta permitiendo establecer la base molecular que define las enfermedades hereditarias que
afectan al sistema hemostatico, las trombopatias y coagulopatias congénitas por una parte, y los
estados de trombofilia hereditaria por otra (3,4). El conocimiento de las pequefias modificaciones
genéticas frecuentes en la poblacion (>1%), conocidas como polimorfismos genéticos, ha abierto una
nueva puerta para profundizar en el conocimiento de la regulacion del sistema hemostatico, lo que
estd ayudando a entender hechos como la tendencia genética a sufrir episodios trombdticos o
manifestaciones hemorrégicas, tal como sugeria desde hace afios la mera experiencia clinica.

Ademas, es bien conocido que existen unos claros factores ambientales, en sentido amplio del
término, que se asocian a un riesgo manifiesto de padecer un episodio tromboembodlico (5,6). A lo
largo de estas paginas vamos a reflejar algunas de las contribuciones de nuestro grupo de trabajo a

éste area y confrontarlas con los datos que se estan generando. Asimismo podremos poner en



evidencia como ha variado el concepto de enfermedad tromboembolica en muy pocos afios, pasando
de ser considerada como enfermedad eminentemente monogénica, a ser ya un claro ejemplo de
proceso multigénico, donde la interaccion o dialogo entre genes y de genes-factores ambientales es
muy intenso y dindmico a lo largo de la vida. Veremos como esa interaccion génica participa
activamente en la definicion del riesgo de sufrir la expresion clinica de una de las dos vertientes del

desequilibrio hemostatico, la hemorragia o la trombosis.

Il. Hemorragia y trombosis; manifestaciones clinicas de enfermedades

hereditarias

En la historia de los logros alcanzados en el conocimiento del sistema hemostatico es curioso
observar como ha existido una importante diferencia entre lo que se interpreté desde muy antiguo
como una clara manifestacion de un defecto de este sistema de defensa, la hemorragia, y la muy
tardia vinculacion del fendmeno trombotico también como expresion de una alteracion del sistema
hemostatico. Ya en los primeros vestigios de nuestra civilizacion la hemorragia era un hecho
connatural a la vida, como podemos comprobar mirando las pinturas rupestres del Paleolitico en las
cuevas de Altamira, o bien los dibujos ornamentales de vasijas de civilizaciones antiguas. Por el
contrario, la primera referencia historica de enfermedad tromboembolica, un caso de trombosis
venosa en una extremidad inferior, no aparece hasta el siglo XIII, cuyo dibujo forma parte del
elegante e ilustrado manuscrito que relata los milagros de San Luis (Luis IX) en un documento
archivado en la Biblioteca Nacional Francesa (7).

Por otra parte, también ha existido una notable diferencia en cuanto a la idea del caracter
hereditario de algunas complicaciones hemorragicas o tromboticas. En el Talmud judio hay una clara
alusion de la enfermedad que conocemos como hemofilia (hemorra-filia, amigo o frecuentador de
hemorragias) como enfermedad congénita de caracter hereditario. Ya se hacia especial hincapié de
que el tercer hijo varén de una misma madre, de la que sus dos primeros hijos habian fallecido por
hemorragias en el acto de la circuncision, estaba exento de ser sometido a este ritual (8). Es
sorprendente que la primera sospecha del carécter hereditario de la enfermedad tromboembolica no
apareciera hasta 1956 (7), si bien el término de trombofilia hereditaria tarda en asentarse algunos
afios mas. En definitiva mas de 20 siglos separan el concepto de enfermedad hemorréagica y

enfermedad trombética como formas de expresidn de hechos clinicos de carécter hereditario.



La justificacion de las  diferencias “histéricas” en la descripcion detallada de las
manifestaciones hemorragicas y trombdticas, al margen de la evidente simplicidad/dificultad
diagndstica entre ellas (hemorragia versus trombosis), posiblemente no ha sido fruto exclusivamente
de observaciones y descripciones mas o menos agudas y diligentes, sino muy posiblemente de su
frecuencia. Hoy es mucho mas frecuente la trombosis, pero esa circunstancia era muy distinta en
épocas pasadas. Como veremos mas adelante, ese cambio radical pueda explicarse por el notable
cambio en los habitos de vida, pasando de una sociedad activa fisicamente, y con una expectativa de
vida que no sobrepasaba los 40 afios, a otra muy diferente donde predomina el sedentarismo, un
habito alimentario muy distinto y donde la esperanza media de vida se ha duplicado. No es extrafio
descartar que pequefias modificaciones genéticas (polimorfismos) experimentadas en nuestras
secuencias codificantes de proteinas implicadas en el sistema hemostético para prevenirnos de los
“inconvenientes” (proteccion a la hemorragia) de una determinada civilizacion, puedan volverse
contra nosotros (favorecer la trombosis) al cambiar drasticamente nuestro sistema y expectativas de

vida. Més adelante volveremos sobre este interesante asunto.

I1l. Laenfermedad tromboembdlica

Trombosis venosa y arterial, un mismo destino pero por caminos distintos

La enfermedad tromboembolica es la principal causa de muerte en todo el mundo y su
relevancia es mayor en paises desarrollados, donde puede llegar a ser responsable de mas del 27% de
las muertes (10). Por esa razén, durante los Gltimos 30 afios se han hecho importantes esfuerzos en el
area de la investigacion cientifica en hemostasia para la identificacion de cambios moleculares y
bioguimicos que pudiesen explicar la existencia de un estado de hipercoagulabilidad permanente. Un
amplio concepto de enfermedad tromboembolica incluye las trombosis de localizacion venosa y
arterial (11). La trombosis venosa corresponde a la oclusion del lecho vascular venoso,
frecuentemente en extremidades inferiores, que puede verse acompafiado de una grave complicacion
como es el embolismo pulmonar. En paises occidentales la trombosis venosa profunda (TVP) se
presenta anualmente en 1-2 personas por 1.000 habitantes, con una supervivencia a los 90 dias del
episodio del 69% (12). Si nos fijamos en personas con edades que superan los 65 afios, la aparicion

de trombosis venosa profunda es superior a 1 por 100 individuos/afio.



Como trombosis arterial entendemos todos los procesos oclusivos que tienen lugar en arbol
vascular no venoso, siendo los de mayor frecuencia los que aparecen en vasos coronarios (isquemia
coronaria/infarto de miocardio), cerebrovasculares (accidentes isquémicos transitorios 0
permanentes, infarto cerebral) y la oclusion vascular periférica. Estos cuadros, muchos maés
frecuentes que la trombosis venosa profunda, estadn a la cabeza de las causas de mortalidad en los
paises econdmicamente mas avanzados.

Si bien el evento ultimo en la trombosis venosa y arterial es similar, la oclusion vascular por un
trombo, el mecanismo patogenético responsable en los dos casos es muy diferente, lo que justifica
que se tenga que abordar su estudio con estrategias distintas.

En la TVP el trombo es muy rico en fibrina, con un amplio contenido de elementos sanguineos
atrapados en esa malla o red - trombo “rojo’-, y con una pared vascular donde no hay lesiones
especificas que puedan establecerse como causa directa de la aparicion del trombo. EI mecanismo
principal se atribuye a un exceso de activacion del sistema de la coagulacion sanguinea, bien por
hiperactividad de funcion de los factores procoagulantes, o bien por una deficiencia de los
mecanismos reguladores (inhibidores del sistema hemostatico y/o del sistema fibrinolitico). Por este
motivo, desde hace muchos afios la profilaxis indicada para evitar la aparicién o propagacion de la
trombosis venosa profunda es la terapia anticoagulante, que impide o limita la generacion de
trombina.

Tradicionalmente se ha establecido que la aparicion de trombosis venosa profunda estd
relacionada con numerosos factores ambientales como inmovilizacién, obesidad, estasis venoso que
puede estar ocasionado por la insuficiencia venosa (varices) o embarazo, cirugia abdominal, cancer,
toma de anticonceptivos orales, etc. (6).

En cuanto a la trombosis arterial, su mecanismo patogenético y los factores de riesgo de
caracter ambiental discrepan bastante de los indicados para la TVP. El contenido del trombo arterial
es rico en plaquetas, con poca retencion de elementos celulares sanguineos, de ahi que clasicamente
se definiera el trombo como “blanco”. A diferencia de la trombosis venosa, observamos
habitualmente una lesion constante de pared arterial, que corresponde a arterosclerosis. En esencia, el
mecanismo patogenético de la oclusion vascular arterial se centra en una adhesion plaquetaria a la
superficie vascular lesionada, seguido de una activacion celular que desencadena el fenémeno de

agregacion plaquetaria y la concomitante generacion de trombina “in situ”, responsable de la



oclusién final. Por ello, a diferencia de la TVP, los farmacos donde se apoya en gran medida la
estrategia antitrombotica arterial son los que tienen actividad antiagregante plaquetaria (13).

Los factores de riesgo ambientales para la trombosis arterial también son ampliamente distintos
de los caracteristicos de la TVP: fumar, hipertension, dislipemia, diabetes, hiperhomocisteinemia y
cambios locales de la pared vascular, junto a otros, son los elementos caracteristicos que predisponen
a la trombosis arterial (5).

Todo lo indicado justifica que la aproximacién al estudio de la trombosis arterial y venosa siga
caminos y estrategias diferentes. Si desde un principio estuvo claro que la trombosis venosa estaba
vinculada a un problema del sistema hemostatico, donde podian influir factores ambientales, en la
oclusién arterial se pens6 durante mucho tiempo que el evento trombdtico practicamente no existia y
que todo giraba en torno a la lesion de pared vascular, ampliamente influida en su crecimiento por el
efecto a largo plazo de factores ambientales.

Con la explosion de conocimientos que esta aportando la genética molecular se estan
consiguiendo notables avances en el entendimiento del mecanismo patogenético de la trombosis,
tanto arterial como venosa, lo que indudablemente traerd consigo una mejor adecuacion de medidas
profilacticas y terapéuticas de esta frecuente complicacion. Para poder entender mejor lo que estamos
proponiendo, nos referiremos a las aportaciones recientes de la genética en el conocimiento del

fendmeno tromboético.

IV. Trombosis Venosa

¢Es la trombosis venosa hereditaria y producto de una alteracion monogénica?

El término trombofilia, nacido para definir la tendencia a desarrollar episodios de trombosis
venosa entre sujetos de la misma familia, fue establecido en 1956 por Jordan y Nandorff (7). No
obstante, hasta 1965 no se caracterizd el primer defecto del sistema hemostatico, una deficiencia de
antitrombina (AT) asociada a tromboembolismo venoso en bastantes miembros de una familia (14).
La definicion de trombofilia implica necesariamente la existencia de alteraciones genéticas de
caracter hereditario, que afectando a distintos elementos del sistema hemostatico incrementan el
riesgo de sufrir trastornos tromboticos venosos. Junto a la anomalia de la AT, en la década de los
afios ochenta se identificaron otras deficiencias hereditarias, tanto cuantitativas como cualitativas de

proteinas inhibidoras del sistema de la coagulacion sanguinea, como son la proteina C (PC) y



proteina S (PS) (15). Durante ese periodo comenzd a plantearse la TVP como enfermedad
monogenica y era bastante razonable pensar que la pérdida de los sistemas anticoagulantes del
organismo condicionaba la presentacion clinica de estados trombofilicos mas o menos severos.

Antes de seguir adelante revisaremos las caracteristicas de esas anomalias y abordaremos
cuestiones que nos permitan responder algunas preguntas de interés: ¢Cuéles son esas deficiencias?
¢Conocemos la frecuencia de las alteraciones moleculares? ¢Son suficientes para explicar el alto
namero de enfermos con TVP? ;Son las deficiencias descritas también responsables de trombosis
arterial?

Diferentes proteinas anticoagulantes ejercen su funcion en la regulacién del proceso de
coagulacion, inhibiendo la actividad serin-proteasa de diversos factores procoagulantes. EI primer
inhibidor descrito fue la antitrombina (AT). La actividad anticoagulante de esta proteina es amplia,
dado que es capaz de inhibir a maltiples serin-proteasas de la cascada de la coagulacion: trombina,
los factores 1Xa, Xa, Xla y Xlla, kalikreina y plasmina. La deficiencia heterocigota de AT es un
defecto poco frecuente en pacientes con trombosis venosa (<1%), pero su efecto trombético es
elevado (riesgo de 20 veces) ya que su frecuencia en poblacion normal es realmente baja (0,05-
0,02%) (16). La deficiencia homocigota de AT es incompatible con la vida.

Como ocurre en las deficiencias de proteina S o C que comentaremos mas adelante, existen dos
grandes tipos de deficiencia de AT. El tipo | se caracteriza por reduccion en los niveles funcionales y
antigenicos de la proteina, mientras que el tipo Il se caracteriza por un defecto s6lo funcional. Se han
identificado mas de 40 alteraciones genéticas distintas de AT (3, 17).

El sistema de la proteina C (PC) es una ruta de anticoagulacion natural también muy
importante, que regula la actividad de los factores activados Va y VIllla, cofactores claves en la
formacién de trombina, y por tanto, en el proceso de coagulacién. La propia trombina una vez
generada es capaz de activar el sistema de la PC en la superficie de las células endoteliales, mediante
una accién proteolitica que resulta en la generacion de la forma activada de la PC (PCa). La PCa
inhibe la coagulacion gracias a su actividad proteasa que inactiva los cofactores Va y Vllla. Las
reacciones proteoliticas catalizadas por la PCa son potenciadas por otra proteina clave en el sistema
de la PC, la proteina S, que actia como cofactor no enzimatico.

La deficiencia heterocigota de PC es responsable del 2-3% de pacientes con trombosis venosa
(16), y se encuentra en 0,3-0,5% de individuos sanos. Los portadores heterocigotos de esta anomalia

tienen 10 veces mas riesgo de sufrir complicaciones tromboticas. Es importante destacar que hasta el



momento se han identificado méas de 160 alteraciones genéticas diferentes responsables de
deficiencia de PC (3). La mayor parte de las alteraciones genéticas (méas del 90%) se han descrito en
deficiencias de PC tipo | (deficiencia antigénica y funcional), mientras que solo un 10% se han
encontrado en deficiencias de tipo Il (asociadas a moléculas de PC funcionalmente andmalas).
Nuestro grupo participo en la primera caracterizacion y descripcion de la anomalia genética de PC
(18). La deficiencia homocigota o heterocigota compuesta, que ocasiona un defecto completo de PC,
es una trastorno genético muy poco frecuente, y se asocia con coagulopatias neonatales que
ocasionan una purpura fulminante con lesiones en la piel, coagulacion intravascular diseminada vy,
potencialmente, dafio cerebral irreversible.

La proteina S se encuentra en plasma en dos formas, una libre (40%) y otra asociada a la
proteina de unién de C4b, un regulador de sistema del complemento. Sélo la forma libre de PS puede
actuar como cofactor y potenciar la actividad anticoagulante de la proteina C activada. Al igual que
para la deficiencia de PC, el déficit heterocigoto de PS se ha identificado en 2-3% de pacientes con
trombosis venosa (15,16). Curiosamente, aln no se conoce con precision la prevalencia de esta
alteracion en la poblacion general, por lo que no podemos definir exactamente el riesgo trombotico
asociado a este defecto, si bien se sugiere que podria ser similar al de la deficiencia de PC (15). La
deficiencia de PS tipo | se caracteriza por la reduccion en los niveles de PS libre y total (20). La
disminucion significativa de PS libre asociada a niveles normales de PS total podria constituir una
nueva entidad de deficiencia de PS denominada de tipo Ill. Sin embargo, la reciente demostracion de
coexistencia del tipo | y Il en varias familias con deficiencia de PS sugiere que estos dos tipos
pudieran ser variantes fenotipicas de las mismas alteraciones genéticas (21). Hasta el momento se han
caracterizado méas de 80 alteraciones genéticas diferentes asociadas a deficiencia de PS, la mayoria
asociadas a deficiencias de tipo I (3).

Las manifestaciones y caracteristicas clinicas de las alteraciones de AT, PC y PS son similares,
definidas por episodios tromboticos en territorio venoso, ocasionalmente en localizaciones poco
frecuentes (mesentéricas, cerebrales, etc.), preferentemente de aparicion en edades jovenes (<45
afios), no estando precedidas la mayoria de ellas por factores desencadenantes, y con un caracter
familiar manifiesto. No existe ningn rasgo diferenciador entre deficiencias.

Se han realizado numerosos estudios para ver si anomalias de AT, PC y PS, podian guardar
relacion con la aparicion de trombosis arterial. Los resultados muestran la falta de evidencia para

establecer relacion alguna entre anomalias de AT, PC y PS y un mayor riego trombotico arterial,



hecho que subraya una vez mas las importantes diferencias entre la patogenesis de trombosis venosa
y arterial (15,31).

En definitiva, al inicio de los afios noventa se podia establecer que el 5-6% de los primeros
episodios tromboticos venosos que sufre la poblacion no seleccionada es de caracter hereditario
(15,16). Se pensaba que la TVP podia ser en gran medida expresion de trastornos monogeénicos, Si
bien se esperaba encontrar nuevas mutaciones genéticas en otras proteinas que justificasen las
observaciones clinicas de trombosis familiar todavia no explicadas. En esas fechas se dejaba mas del
90% de las TVP sin una vinculacion o “responsabilidad” genética. Como era de esperar, cuando los
estudios se realizan en poblaciones seleccionadas (primer episodio trombotico en edades jovenes,
enfermos con episodios recidivantes tromboticos, pacientes procedentes de familias con clara historia

de trombosis venosa, etc.) la identificacion de estas anomalias se eleva muy considerablemente.

El inicio de una nueva era. La trombosis venosa como enfermedad poligénica.

En 1993 el grupo del sueco Bjorg Dahlbéck encontré en un grupo de familias con clara historia
de trombosis venosa profunda, que algunos individuos que habian sufrido un episodio
tromboembolico venoso tenian una peculiaridad bioldgica, como es la de no alargarse el tiempo de
tromboplastina parcial activado cuando se afiadia PCa, que deberia ejercer una clara accion
anticoagulante. Ese fendmeno no se presentaba en la mayor parte de los controles. El nuevo fenotipo
bioldgico fue denominado Resistencia a la Proteina C activada (RPCa) (22). Unos meses més tarde el
grupo de Rogier Bertina, de Leiden, encontrd la explicacion a ese fenotipo bioldgico, al comprobar
que en mas del 95% de los casos ese raro comportamiento era secundario a una nueva mutacion de
elevada frecuencia en el gen codificante del Factor V de la coagulacion sanguinea, que ocasionaba un
cambio de aminoéacido que hacia resistente al FV a la proteolisis por parte de la PCa (23).

El hallazgo abrié definitivamente el concepto restringido que se tenia de trombofilia
hereditaria. Ademas, el ser una variante genética frecuente en la poblacion (polimorfismo genético),
desperto el interés por encontrar nuevos polimorfismos que pudiesen asociarse con un mayor riesgo
de TVP. De esta forma, durante la Gltima década cambio de forma rotunda el concepto de
trombofilia, que de ser considerada una enfermedad monogénica a enfermedad poligénica y
multifactorial. Por otra parte, surgié el interés para investigar las diferentes posibilidades de

interaccion génica y se precipitd igualmente el inicio de estudios de interaccién gen-factores
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ambientales. Afortunadamente, con estas nuevas estrategias estamos asistiendo a un continuo avance
en la explicacion de un fendmeno dindmico y complejo como es la enfermedad tromboembdlica.

Antes de analizar el camino recorrido en estos Ultimos afios es conveniente considerar, con un

poco mas de detenimiento, los dos polimorfismos -Factor V Leiden y la Protrombina 20210A/G-
responsables en gran medida de la actividad iniciada en éste area de la medicina.
Factor V Leiden. Como ya hemos indicado, Dahlbéck y colaboradores desarrollaron una técnica que
permite identificar alteraciones relacionadas con la PCa (22). Cuando este ensayo se llevd a cabo en
104 pacientes con trombosis venosa, se constatd una elevada prevalencia de resistencia a la PCa
(33%) comparado con el de individuos sanos (8%). El grupo del Dr. Bertina demostré que el fenotipo
de resistencia a la PCa se asociaba en mas del 95% de los casos, con una mutacion puntual A/G 1691,
en el exdn 10 del gen del FV. El cambio nucleotidico ocasiona la sustitucién de arginina por
glutamina en la posicion 506 que afecta al residuo méas importante en la inactivacion del FVa por la
PCa. La variante genética se conocid como FV Leiden (FVL) (23). El descenso en el nivel de
inactivacion del FVa se traduce en un aumento en la generacion de trombina, y por tanto genera un
mayor estado procoagulante.

La alteracion genética responsable del FVL debe ser considerada como un polimorfismo, ya
que estd presente en mas del 1% de la poblacion sana. Curiosamente, el cambio genético se ha
encontrado solo en poblacion caucasiana y no se ha descrito en las poblaciones indigenas de Asia,
Africa, América o Australia. En poblacion caucasiana, la prevalencia de este polimorfismo se ha
estimado entre el 3%-5%, si bien varia de unas regiones a otras. Asi, en regiones del norte de Europa
este polimorfismo se encuentra hasta en el 12% de la poblacidn, mientras que en regiones del sur de
Europa la frecuencia desciende al 4% (25,26). La alta incidencia de tromboembolismo venoso en
Occidente comparada con la encontrada en Asia o Africa, se ha considerado que es debida, al menos
en parte, a la diferente prevalencia del FVL. El estudio del haplotipo del gen del FV en portadores
homocigotos de FVL demostrd que el cambio Arg506Glu ocurrié hace 21.000-34.000 afios, y fue
introduciéndose en la poblacién caucasiana hasta conseguir la frecuencia que tiene en la actualidad.
La alta prevalencia del FVL en poblacion sana sugiere que esta mutacion pudiera conferir alguna
ventaja selectiva a los portadores. El estado de hipercoagulabilidad asociado al polimorfismo podria
proteger a los portadores del alelo en circunstancias de riesgo hemorragico como veremos mas

adelante.
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La principal manifestacion clinica de la resistencia a la PCa es la trombosis venosa profunda, y
secundariamente, el embolismo pulmonar. Estudios familiares calculan que la incidencia anual de
tromboembolismo es cercano al 0,18% para aquellos individuos con genotipo normal, 0.37% para
heterocigotos y 1,0% para homocigotos de FVL. Mediante el disefio de estudios caso/control, se ha
calculado que el riesgo de trombosis venosa se incrementa entre 5-10 veces en individuos
heterocigotos y hasta 50-100 veces en homocigotos. Aunque entre los homocigotos la penetrancia de
los sintomas es elevada, algunos de ellos permanecen asintomaticos toda su vida. Pese al gran
nimero de estudios realizados en pacientes con trombosis arterial, no se ha podido establecer una

asociacion entre el FVL y enfermedad cardiovascular (25).

Protrombina 20210A/G. En 1996 el grupo de Bertina describid, en familias con clara sospecha de
trombofilia hereditaria pero sin causa biolégica conocida que lo justificara, una alta incidencia de un
nuevo polimorfismo en regién no codificante de la protrombina que se comportaba como un nuevo
factor de riesgo trombdtico. La observacion fue confirmada rapidamente, y como veremos a
continuacion con mas detalle, esta nueva variante ha enriquecido el listado de variantes genéticas
asociadas riesgo trombotico.

Se han descrito varios polimorfismos en el gen de la protrombina humana de los que cinco
(localizados en los residuos -42, 13, 31, 274, y 389) son sustituciones silenciosas, sin efecto en la
secuencia aminoacidica de la proteina madura. Poort y colaboradores seleccionaron 28 pacientes con
historia familiar de trombofilia, secuenciaron todos los exones, incluidas las zonas de regulacion del
procesamiento exon-intron y las regiones 5" y 3" no codificantes del gen de la protrombina, y
observaron que en el 18% de los enfermos existia un cambio heterocigoto (G por A) en la posicién
20210, el ultimo nucleétido del extremo 3" no codificante. Esa misma variacion solamente se
presentaba en el 1% de los individuos sanos (24).

Diferentes grupos han confirmado que el alelo 20210A se encuentra en un rango de 4-8% de
pacientes con un primer episodio de trombosis venosa y en el 1-2% de individuos sanos (4,27). El
riesgo relativo de trombosis venosa asignado a los portadores heterocigotos de la variante de
protrombina es de 2-7 veces. Al igual que ocurre con el FVL, la presencia del polimorfismo 20210A
de la protrombina se restringe a poblacion caucasiana, sin grandes variaciones geograficas en este
caso (27).
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En los casos de sujetos homocigotos para este polimorfismo si bien la trombosis suele aparecer
en edades mas tempranas, en cualquier caso resultan menos severos que las deficiencias homocigotas
de AT, PC, PS o FVL. En resumen, los datos publicados indican que el alelo 20210A del gen de la
protrombina es un factor de riesgo moderado de diatesis tromboticas venosas. Por el contrario, no los
hay de que este polimorfismo sea un factor de riesgo asociado a trombosis arterial (28).

No se conoce con exactitud el mecanismo Gltimo mediante el cual el alelo 20210A pueda
contribuir al desarrollo de una trombosis. La presencia de este alelo se asocia significativamente con
niveles mas elevados de Fll en plasma, lo que también se ha relacionado con el riesgo de trombosis
venosa. Queda por aclarar si el cambio G por A en la posicion 20210 del gen de la protrombina es el
responsable directo del incremento de proteina en el plasma, o si bien esta mutacion se asocia con

otra variacién en la secuencia que module el control de la transcripcion o traduccion del gen del FlI.

Variabilidad fenotipica en trombofilia. Ejemplo de su caracter multigénicoy multifactorial.
Las variaciones genéticas identificadas en pacientes con trombofilia tienen herencia autosémica
dominante y se asocian al desarrollo de trombosis venosa (14,15). Sin embargo, las manifestaciones
clinicas muestran gran variabilidad tanto en la severidad como en la edad de aparicion del primer
episodio trombdtico (16). En términos generales, las deficiencias de proteinas anticoagulantes AT,
PC y PS suponen un riesgo importante de desarrollar episodios tempranos de trombosis venosa. No
obstante, existen familias en las que este tipo de deficiencias supone un fuerte factor de riesgo,
mientras que en otras, incluso con la misma mutacion, el riesgo asociado es muy leve (36). Esta
observacion pone de manifiesto la participacion de diversos factores genéticos y/o ambientales en la
determinacion del riesgo global del individuo para sufrir un episodio de trombosis. Especialmente,
tras el descubrimiento de los polimorfismos protrombéticos ya comentados -FV Leiden y
protrombina 20210A/G, frecuentes en la poblacion caucasiana, se ha comprobado que la
combinacion de alguna de las anomalias incrementa de forma significativa el riesgo de sufrir
episodios trombaticos, reduce la edad del primer episodio y aumenta el riesgo de recurrencia (29, 30,
31, 35). Asi, la coexistencia de FV Leiden y deficiencia de PC aumenta mas de 3 veces el riesgo de
trombosis venosa, y mas de 10 veces cuando se asocia a la deficiencia de PS (15). También la
combinacion del polimorfismo 20210 A/G de la protrombina duplica el riesgo en sujetos con FV
Leiden (9,29). Estos datos, junto a la existencia de un elevado nimero de familias con trombofilia

(mas de un 20%) y pacientes no seleccionados con trombosis venosa (mas del 60% en nuestra
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poblacion) en los que no se ha identificado ningun trastorno genético, hace pensar que deben existir
otras alteraciones genéticas que, afectando a diferentes elementos del sistema hemostatico,
contribuyan al riesgo trombotico. Finalmente, se ha demostrado que diferentes factores ambientales
como el embarazo, cirugia, inmovilizacion o los anticonceptivos orales, también potencian
notablemente el riesgo trombdtico asociado a alteraciones geneticas (4, 32, 33, 37). Por ejemplo, la
toma de anticonceptivos orales multiplica por 10 el riesgo de sufrir trombosis venosa de un
heterocigoto para la variante molecular del FV Leiden (34).

Las observaciones indicadas han propiciado un cambio de concepto de la trombofilia venosa,
considerandose ya enfermedad multigénica y multifactorial, donde diferentes factores genéticos y

ambientales determinan el riesgo especifico de cada individuo para sufrir un episodio trombético.

V.  Variabilidad polimdrfica del sistema hemostatico.

Las estrategias moleculares clasicas han sido dtiles para la identificacion de mutaciones
responsables de enfermedades monogénicas, poco frecuentes y con patrén de herencia mendeliano.
Sin embargo, esos procedimientos han tenido una utilidad limitada en la caracterizacion molecular de
enfermedades complejas y mucho mas comunes, como la enfermedad cardiovascular, diabetes o
enfermedades neurodegenerativas. También hay un componente genético en ellas, pero a diferencia
de las enfermedades monogeénicas, las variaciones genéticas comunes, los polimorfismos (que tienen
aisladamente un efecto funcional pequefio o moderado) van a tener mas peso en la susceptibilidad
genética para desarrollar estas enfermedades que mutaciones raras (con efecto fisioldgico relevante).

El polimorfismo es consecuencia directa de una variacion en la secuencia del ADN que se
origina por los errores en la replicacion y reparacién del ADN. Si el cambio se mantiene
evolutivamente, y alcanza una prevalencia en la poblacion superior al 1 %, pasa de ser considerado
una mutacién a ser un polimorfismo. Mas del 90 % de los polimorfismos son sustituciones de un
nucleotido por otro, por lo que se denominan SNP (“single nucleotide polymorphism”). Los otros
polimorfismos son pequefias inserciones o deleciones de una a varias decenas de nucle6tidos. Como
venimos sefialando, el interés por los SNPs ha sido enorme en los ultimos afios. Asi, el nimero de
SPNs descritos pasa de unos miles hace escasamente cinco afios, a los actuales casi 3 millones
incluidos en diferentes bases de datos (38). Se considera que puede haber en torno a un polimorfismo

cada 1.000 pb, y un nimero total que se acerca a los 10 millones (38).
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La mayoria de los polimorfismos se localizan en regiones poco trascendentes de los genes y no
afectan su funcion o de la proteina que codifica. Esos cambios se denominan silenciosos o neutrales,
y son de enorme utilidad en estudios de “rastreo” (scanning) del genoma, pues sirven como
excelentes marcadores debido a su abundancia, elevada frecuencia y distribucion por todo el genoma.
Son muy sencillos de identificar empleando técnicas de “microarray”, que permiten genotipar miles
de SNPs en poco tiempo a costes relativamente bajos. Pero en estas paginas nos vamos referir a los
polimorfismos que, localizados en regiones reguladoras o codificantes, afectan los procesos de
transcripcion, estabilidad del ARN, traduccion, procesos postraduccionales, estabilidad, estructura, o
funcion de la proteina. Son los llamados polimorfismos funcionales. Y nos centraremos en aquellos
polimorfismos funcionales relacionados especialmente con el sistema hemostatico, analizando tres
aspectos en los que estos polimorfismos pueden jugar un importante papel: su relacion con la
enfermedad tromboembdlica, su significado evolutivo, y su posible relacion con la farmacogenética
del sistema hemostatico. Pero antes de abordar estos aspectos, consideramos de interés hacer
referencia a las herramientas o procedimientos de trabajo con las que estamos consiguiendo estos
datos.

Procedimientos metodoldgicos para establecer la relacion de un polimorfismo genético y el
riesgo de trombosis.

Hay dos procedimientos o vias para buscar la relacion de nuevos polimorfismos y el riesgo
trombotico, los denominados estudios de asociacion, y los andlisis de segregacion familiar o estudios
de vinculacion (linkage). Ambas herramientas tienen sus ventajas e inconvenientes, que

recientemente se han revisado con detenimiento (39-44).

Estudios de asociacion.- Es la metodologia que mas se ha empleado para buscar la relacion entre un
polimorfismo genético y la aparicién de trombosis. Se basa en un analisis caso/control, que compara
la presencia de variantes genéticas (polimorfismos) en individuos sanos (controles) y enfermos
(casos), no emparentados entre ellos. Estos estudios son Utiles para analizar polimorfismos conocidos

en genes previamente establecidos como candidatos.

Este tipo de estudios, aunque con algunas limitaciones que mas adelante indicaremos, ha sido
capaz de proporcionar evidencias relevantes, aunque indirectas, de la relacién de una variante
genética y el riesgo trombotico, si bien siempre hay que tener presente que una relacion de

asociacion no implica necesariamente causalidad. Una exigencia muy importante a todos los estudios
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de asociacion es una buena estratificacion de casos y controles, que deben obligadamente reunir una

serie de caracteristicas similares, como misma etnia, edad, sexo, factores ambientales, etc.

Por otra parte, en ocasiones se podria elegir para analisis uno o varios polimorfismos conocidos
asumiendo que son funcionales, pero es cierto que en ocasiones no existe evidencia fisioldgica o
bioguimica suficiente de que el polimorfismo analizado sea funcional. Otro hecho a tener en cuenta
en los estudios de asociacion surge cuando se encuentra una relacion positiva. En ese caso, no se
puede demostrar con absoluta certeza que el polimorfismo analizado sea realmente el que aumenta el
riesgo de padecer la enfermedad, sino que el causante podria ser otro polimorfismo en desequilibrio
de ligamiento con él. Por el contrario, una asociacion negativa tampoco excluye que el gen estudiado
esté implicado en el riesgo a padecer la enfermedad, simplemente indica que el polimorfismo de ese
gen que se ha utilizado en el analisis no esta suficientemente ligado al que realmente causa el riesgo
(39). A pesar de estos problemas y debido a la generalizacion de las técnicas de PCR en los
laboratorios clinicos, la medicina de finales de siglo XX ha vivido una avalancha de estudios de
asociacion para relacionar polimorfismos en determinados genes candidatos con todo tipo de

enfermedades complejas, incluida la enfermedad tromboembdlica.

Estudios de vinculacion (Linkage).- La base de estos métodos descansa en la genética de rasgos
cuantitativos analizados en familias. Son basicamente estudios de ligamiento genético que permiten
demostrar la cosegregacion dentro de una familia de una enfermedad y las variantes genéticas
responsables. Es decir, persiguen establecer relaciones inequivocas de causa-efecto, y también
analizar genes candidatos con mayor seguridad que los estudios de asociacion (39). Esta estrategia
permite localizar los sitios cromosomicos (loci) que contienen genes que influyen en la variabilidad

del fenotipo bajo estudio. Cada uno de estos loci se conoce como QTL (quantitative trait locus).

Para este tipo de analisis se pueden aplicar diferentes disefios familiares: estudio de gemelos,
pares de hermanos o familias extensas, utilizando diferentes técnicas estadisticas para realizar analisis
de ligamiento genético (39). Los inconvenientes atribuidos a esta aproximacion metodoldgica radican
especialmente en la gran dificultad para encontrar familias suficientemente grandes que puedan ser
informativas (40). Al igual que con los estudios de asociacion, los analisis de vinculacién no son
suficientes para demostrar relacion inequivoca causa-efecto, a menos que se realicen estudios
funcionales. Finalmente, junto con algun otro inconveniente, los estudios de vinculacion son mas

complejos de realizar, siendo necesaria una participacion obligada y fiable de genetistas y
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estadisticos conocedores de la metodologia (40). Muy recientemente ha surgido un interesante debate

entre defensores y detractores de ambos métodos de analisis (41-44).

V1. Polimorfismos genéticos y trombosis arterial.

Observando la complejidad del sistema hemostatico comprendemos que la descripcion de
posibles polimorfismos funcionales asociados a proteinas procoagulantes, anticoagulantes,
profibrinoliticas, antifibrinoliticas, inflamatorias y receptores adhesivos celulares no haya parado de
crecer (4, 30, 31, 45). Para aportar una idea de esta actividad basta con una busqueda sencilla en el
mes de abril, introduciendo las palabras polymorphism & cardiovascular en la base de datos
bibliograficos “pubmed”, se obtienen 1.929 publicaciones, y si se opta por incluir polymorphism &
trombosis obtendremos informacion adicional de 771 trabajos publicados. Estas cifras nos indican la
intensidad del trabajo que se estd llevando adelante, asi como la dificultad real para hacer una
evaluacion exhaustiva de todos los datos publicados. La tarea de referirnos a todos ellos es un trabajo
imposible. Es por ello, que haremos referencia de los que a nuestro juicio pueden ser mas
demostrativos y relevantes para explicar adecuadamente el estado de la cuestién, y en los que la
contribucién de nuestro grupo a su estudio ha sido mas intensa (25, 28, 50-73). Por otra parte, dada la
discrepancia del mecanismo patogenético entre trombosis venosa y arterial (2), y al haber
considerado detenidamente ya la trombosis venosa, nos centraremos en la influencia de los

polimorfismos genéticos en trombosis arterial.

Polimorfismos genéticos que afectan a los receptores adhesivos plaquetarios y que se han

asociado a riesgo trombotico arterial.

Las plaquetas juegan un papel primordial en la generacién del episodio trombdético en la
patologia arterial (46). En la membrana plaquetaria estan presentes una serie de receptores de
adhesion celular y activacion plaquetaria, cuyo normal funcionamiento es clave para que se produzca
una buena interaccion plaqueta subendotelio, asi como para que se establezcan puentes de union
interplaquetarios, y en definitiva para consumar el fendmeno de agregacion plaquetaria (47, 107). El

complejo glicoproteico Ib/IX/V estd especialmente vinculado con el fendmeno de adhesion

17



plaquetaria al subendotelio vascular a través de su ligando natural, el Factor von Willebrand (105,
106). A su vez, la GPla/lla es uno de los receptores del colageno, por lo que también juega un papel
relevante en la adhesion celular. Por el contrario, la GPIIb/Illa, aunque mantiene una actividad en el
mecanismo de adhesion plaquetaria, su principal funcion es la de la activacion celular, fundamental
para el fendmeno de la agregacion plaquetaria (46,47). La importancia de las dos glicoproteinas
queda expresada por las manifestaciones importantes de sangrado que presentan las personas con

anomalias cuantitativas o cualitativas de alguna de ellas (48, 49).

Nuestro grupo investigd la relacion de diferentes polimorfismos funcionales que afectan a esas
glicoproteinas y su asociacion con riesgo de enfermedad tromboembdlica arterial (53, 56, 57, 62, 71).
En primer lugar elegimos el estudio de dos polimorfismos ligados de la GPIba (53). Concretamente
se estudio un polimorfismo de tamafio, ya que en el gen de la GPIba existen cuatro posibilidades de
secuencia dependiendo de la repeticion de una secuencia de nucleotidos (region VNTR, variable
number of tandem repeats). Cada repeticion ocasiona una elongacion del receptor por repeticion de
13 aminodcidos, localizados en la region aminoterminal de la glicoproteina. Se plante6 que la
variante molecular que condiciona un receptor con mayor longitud (3 6 4 repeticiones) podria tener
una mayor capacidad de acceder a su ligando que el receptor mas corto (1 6 2 repeticiones), lo que
podria estar asociado a un mayor posibilidad de adhesion plaquetaria y en definitiva un incremento

de riesgo trombdtico.

Por otra parte, comprobamos como el gen de la GPla presenta dos variantes genéticas de gran
interés (56, 57), el cambio nucleotidico 807C/T que ocasiona un cambio del aminoécido Glu505Lys,
responsable del sistema aloantigénico plaquetario HPA-5, pero que principalmente induce a un
aumento muy notable en la densidad del receptor en superficie plaquetaria (57). En estudios de
adhesion in vitro el polimorfismo da lugar a un claro aumento de adhesion plaquetaria a superficies
revestidas de colageno (74). Por motivos obvios, era de gran interés indagar el papel de ese

polimorfismo en la definicion de riesgo trombotico.

La GPIIb/Illa es un complejo clave en el proceso de activacion y agregacion plaquetaria. La
existencia de un polimorfismo en su regién caliente de union con sus ligandos plasmaticos —
fibrindgeno, FVW, fibronectina y vitronectina-, que condiciona el cambio Leu33Pro y determina el

sistema aloantigénico plasmatico HPA-1, hacia muy atractivo su estudio. El interés era ain mayor al
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haber sido sugerido por Weiss el posible papel relevante del polimorfismo en su asociacion con

infarto de miocardio (75).

Nuestros estudios encontraron una clara asociacion de los polimorfismos que condicionan un
mayor tamafio de la GPIba con riesgo arterial, sin embargo esa asociacion no pudo ser demostrada
con los otros polimorfismos de las glicoproteinas estudiadas (53, 56, 57, 62, 71). Analizando lo
publicado nos encontramos con una intensa controversia referente al verdadero papel que juegan
éstos y otros polimorfismos plaquetarios en el riesgo trombdtico (31,54) y, como veremos mas
adelante, intentaremos explicar los motivos por los que a nuestro juicio no se han conseguido datos

maés claros y evidentes.

Polimorfismos geneéticos que afectan a proteinas del sistema de coagulacion y se han asociado a

riesgo trombdtico arterial.

Al igual que hemos hecho en el apartado anterior, haremos referencia especifica en estas lineas
a algunos de los polimorfismos genéticos investigados por nuestro grupo, si bien se han estudiado
variaciones genéticas de un amplio nimero de genes que participan de alguna forma en el sistema de
la coagulacion sanguinea. La eleccion de los polimorfismos estuvo mas que justificada ante la
sospecha de que las variaciones que podian generar, podrian intervenir modulando el riesgo de
aparicion del fenomeno trombdtico arterial, ya al ocasionar variaciones notables de la proteina
circulante del sistema de coagulacion, o bien por modificar la intensidad de la funcion que tienen

encomendada.

Los clasicos estudios epidemioldgicos de riesgo de enfermedad arterial relacionaban altos
niveles plasmaticos de FVII y fibrindgeno con la mayor probabilidad de sufrir un infarto de
miocardio (76). Hace unos afios tuvimos la oportunidad de confirmar que la insercion de 10
nucle6tidos en posicion =323, en la region promotora del gen que codifica el FVII, se asocia con una
significativa reduccion en los niveles circulantes de este importante elemento procoagulante. (51). En
1998 un grupo italiano indicé que los individuos cuya variedad genotipica condiciona niveles menos
elevados de FVII tenian un menor riesgo de sufrir infarto de miocardio (77). A esta atractiva idea le
siguieron un numero importante de investigaciones, y en la mayoria de ellas no se pudo constatar esa
asociacion (31, 52, 55, 78)
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También se ha podido demostrar que un polimorfismo comdn (C46T) en la regién Kozak del
FXII regula los niveles plasmaticos de la proteina (79). Muy recientemente estan surgiendo datos,
que como venimos repitiendo, no dejan de ser contradictorios en cuanto al verdadero riesgo

trombotico que supone la presencia de este polimorfismo (80, 81).

Se ha identificado una variante genética frecuente en el gen que codifica al FXIII, pudiendo
ocasionar la presencia de una Val/Leu en posicion 34 (61). EI FXIII tiene como funcidon en el sistema
hemostatico la de estabilizar la fibrina generada tras la activacion del sistema de la coagulacion
sanguinea. El cambio, localizado a solo 3 aminoacidos delante del sitio de activacion por trombina,
afecta significativamente a dicho proceso. De hecho, la variante Leu34 es mas eficientemente
activada por trombina, se asocia con mayor nivel de actividad transglutaminasa, y genera unos
coagulos de fibrina estructuralmente diferentes y mas densos que la variante Val34 (82).
Clinicamente, estudios realizados en poblaciones del norte de Europa sugieren que el alelo Leu34
pudiera jugar un papel protector trombotico tanto en territorio arterial como venoso, aunque no
explican la aparente contradiccion entre el fenotipo bioquimico y clinico (30, 31). En nuestro medio,
al igual que en otros, no hemos sido capaces de confirmar el mayor riesgo de trombosis arterial que
se le ha conferido a la variante Val34 (61, 64, 72).

Polimorfismos genéticos que afectan a proteinas no pertenecientes al sistema hemostatico pero
gue se han asociado a riesgo trombético arterial.

También han sido descritas numerosas variaciones geneticas de proteinas que si bien no
participan directamente en los sistemas de coagulacion, fibrinolisis o interaccion endotelio-
plaquetaria, si lo pueden hacer indirectamente e intervenir en el riesgo trombotico (30, 31).
Nuevamente haremos referencia en este apartado a los resultados conseguidos por nuestro grupo, con
el animo de ilustrar un area de notable interés (66, 68, 73).

En la Gltima década a la interaccion neutréfilo-plaqueta se le ha asignado un notable valor. El
sistema de la selectina P se tiene una especial importancia en la explicacion de esta relacion. El
ligando de la glicoproteina selectina P (PSGL-1), al igual que hemos indicado para la GPlba,
presenta un polimorfismo de tamafio (VNTR) con repeticiones de 14, 15 6 16 veces (alelos A, B o
C). Tras demostrar que las formas mas largas tienen una ventaja para favorecer la interaccion
plaquetas-neutrofilos, comprobamos que los individuos con esas variantes pueden presentar un factor
de riesgo més elevado de enfermedad cerebrovascular y coronaria (66).
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También llamé nuestra atencion el estudio de las variantes genéticas de la Anexina V. Esta
proteina, una vez liberada al plasma de la pared vascular, se une a fosfolipidos de membrana
cargados negativamente, lo que ocasiona que en la superficie plaquetaria se dificulte la activacién del
sistema de coagulacion, e incluso inhiba la adhesion y agregacion plaquetaria (83). Nuestro estudio
mostro gque los niveles plasméticos se relacionan con una variante genética comun en la region Kozak
(-1C>T). La presencia del polimorfismo que condiciona niveles aumentados de Anexina V reducia el
riesgo de desarrollar un infarto de miocardio en individuos jovenes, con edad inferior a los 45 afios.
Estos datos no son coincidentes entre diferentes grupos (68, 73, 84).

Como indicamos al inicio del apartado, ademas de los polimorfismos comentados se han
investigado un amplio numero de polimorfismos de genes responsables de la codificacion de
proteinas relacionadas directa o indirectamente con el riesgo trombético arterial. Pese a la cantidad de
estudios realizados, no se ha alcanzado un claro consenso para definir el riesgo preciso que ocasiona

la presencia de una variante molecular concreta.

¢Nos aporta informacion el estudio de los polimorfismos genéticos para definir el riesgo
trombotico arterial?

Como hemos podido ver, el esfuerzo y las expectativas depositadas en la aportacion de los
polimorfismos genéticos en relacion con la definicion de riesgo de enfermedad trombotica arterial ha
sido y sigue siendo muy importante. Sin embargo, un analisis riguroso de los resultados conseguidos
no es a primera vista muy alentador, ya que muestra discrepancias frecuentes entre los resultados
conseguidos por diferentes grupos, incluso de un mismo pais, donde las diferencias étnicas y
ambientales de la poblacién estudiada deben ser menos manifiestas.

Hay varios motivos que pueden explicar esta situacion. Unos estan relacionados con la
seleccion y estratificacion adecuada de la poblacién estudiada, otros con la cada vez més evidente
interaccidon génica (gen-gen) y genes con factores ambientales, “dialogos” que pueden ejercer un
efecto sinérgico o antagonico. Pese a todo, y a nuestro entender, el conocimiento que hoy tenemos
con sus amplias limitaciones, no se habria generado sin la fase previa de estudio de las variantes
genéticas frecuentes en la poblacién, y pensamos que abre una extraordinaria puerta y un nuevo
enfoque al estudio de la enfermedad trombotica arterial como enfermedad multigénica vy
multifactorial. Algunas de las discrepancias que podrian justificar las diferencias entre los resultados

conseguidos, serian las siguientes:
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En primer lugar hay que ser conscientes de que la mayoria de estudios realizados han sido de
“asociacion”, y la comparacion entre ellos hace aflorar las clasicas criticas que hacen sus detractores
(39):

- Un numero importante de estudios muestran un nimero inadecuado de enfermos y controles.

- La edad, sexo y pertenencia homogénea a una determinada etnia son exigencias basicas que a
veces no aparecen en la informacion aportada por las distintas publicaciones, especialmente
las realizadas en paises donde existe una importante mezcla de razas.

- La comparacion de resultados entre casos y controles demanda una gran disciplina en igualar
las dos series, no solamente con los criterios basicos ya comentados, edad, sexo y etnia, sino
también considerando la presencia de factores ambientales concomitantes, como la existencia
de diabetes, hipertension, habito tabaquico y también hay que tener muy presente el hecho de
que sean enfermos seleccionados o pacientes consecutivos, etc.

- Muchos estudios muestran diferencias esenciales en el fenotipo clinico elegido para la inclusién
de pacientes (“end point”). No es lo mismo seleccionar pacientes con enfermedad isquémica
coronaria, infarto de miocardio, angina inestable, supervivientes de un evento trombotico, que
autopsias de pacientes fallecidos, etc. Desgraciadamente estos errores pueden hacer dificil
analizar la verdadera importancia de los resultados.

- También hay que ser consciente de la posibilidad de un sesgo de la propia publicacion, ya que
resultados positivos, incluso obtenidos con pocos pacientes, se aceptan mas facilmente que

los negativos conseguidos con muestras mayores.

La segunda consideracion esta relacionada con la falta de andlisis de interaccion genica,
situacion que ha empezado a ser valorada muy recientemente con gran interés. De hecho, se ha
comprobado en una poblacion homogénea de una pequefia isla canadiense, una interaccion muy
[lamativa entre el polimorfismo 20210A/G de la protrombina y el del FXIIlI Val34Leu para
modificar el riesgo de infarto de miocardio (85). Nuestro grupo también demostrd que la coexistencia
de dos polimorfismos vecinos en el gen la protrombina -A19911G y G20210A- también es capaz de
modificar el riesgo trombdtico (70). Igualmente se ha definido una situacion similar para un

haplotipo funcional en el gen del FVII (86).

En tercer lugar debemos considerar la posibilidad de un comportamiento distinto de un

determinado genotipo ante un factor ambiental determinado. Esa influencia ya se describié en
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mujeres portadoras de FV Leiden, que cuando tomaban anticonceptivos orales incrementaban
drasticamente su riesgo de padecer una trombosis venosa profunda. Recientes publicaciones indican
que la hipercolesterolemia ejerce una accion sinérgica con el polimorfismo del FXII C46T
aumentando el riesgo de infarto de miocardio en personas jovenes (81). El fumar duplica el riesgo de
infarto de miocardio con determinados polimorfismos del FVII (87). Las hormonas femeninas
pueden modificar el nivel de proteinas plasmaticas, como la homocisteina, asociadas a riesgo
trombotico (88), etc. Indudablemente, estas son algunas observaciones preliminares que despiertan
interés al aumentar la evidencia de la estrecha interaccion que debe existir entre genes y medio

ambiente.

En un intento de soslayar algunos de los inconvenientes comentados, se han realizado
diferentes meta-andlisis y revisiones con el objetivo de evaluar de forma global la informacion
disponible, buscando alcanzar una mayor fuerza estadistica por el niUmero de pacientes y controles
que incluyen. Los resultados de estos estudios sugieren que incluso para los polimorfismos en los que
se observa un efecto estadisticamente significativo, el riesgo trombético asociado (OR) es muy débil
y apenas alcanza el valor de 1,2 (45). Con la experiencia acumulada durante afios en este campo,
nuestra opinion es que la posibilidad de que un polimorfismo aislado precipite la aparicion de un
evento trombotico arterial es muy bajo. Sin embargo, la asociacion de varios polimorfismos con

fenotipos hemostéaticos, pueden tener un mayor peso trombotico.

Pondremos un ejemplo que nos ayude a entender la complejidad de la situacion. Desde hace
afios se conocia que el aumento de los niveles plasmaticos de fibrindgeno (fenotipo hemostatico), se
asociaba con elevado riesgo de sufrir trastornos tromboticos arteriales (fenotipo clinico) (76). Hace
unos afios se demostré que el polimorfismo -455G/A del fibrinGgeno condiciona mayores niveles
plasmaticos de la proteina (89). Con esa observacion era esperable que se postulara a ese
polimorfismo como candidato a incrementar significativamente el riesgo de trombosis arterial. Sin
embargo, en 22 estudios independientes mostraron que el riesgo trombotico asociado al polimorfismo
es bajo, OR menor de 2 (45, 31). A nuestro juicio, la explicacion a esta aparente paradoja se
encuentra en la tendencia que tenemos a simplificar los fenotipos complejos, y el nivel de
fibrindgeno plasmatico debe ser considerado como un fenotipo complejo.

Como en cualquier fenotipo complejo, la variante molecular puede jugar un papel en la
variabilidad de los niveles plasmaticos de la proteina. Sin embargo, no es logico que toda la

variabilidad interindividual esté exclusivamente determinada por un unico polimorfismo localizado
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en el gen estructural. Es muy factible plantear que en ese mismo gen pueden existir diferentes
polimorfismos que ejerzan diferentes efectos sobre los niveles de la proteina. Pero ademas,
polimorfismos en genes reguladores y en otros genes, también pueden influir sobre el fenotipo
clinico. Y por supuesto, todos estos efectos pueden variar, y de hecho lo hacen, en funcién de los
factores ambientales a los que se vea sometido el individuo (dieta, fArmacos, etc.). Por todo ello, y en
términos generales, el efecto de un polimorfismo aislado sobre la expresion de un fenotipo
hemostatico serd débil. Sélo la tipificacién y caracterizacion de perfiles complejos de multiples
polimorfismos con capacidad de interaccionar entre ellos permitird conocer mucho mas exactamente
la base genética de la variabilidad interindividual a la hora de manifestar un fenotipo clinico, que en
este caso serd el de riesgo trombotico arterial.

Con lo que acabamos de indicar, para establecer la base genética del riesgo trombético arterial,
deberiamos considerar el efecto de la variabilidad polimérfica en su conjunto, sin limitarnos al
estudio de una Unica variedad genética y profundizar en su relacion sinérgica o protectora
interaccionando con un amplio abanico de posibilidades ambientales. Con esa estrategia muy
posiblemente podremos identificar genotipos especificos que definan un alto riesgo predictivo de
trombosis. En este sentido, el enorme desarrollo tecnoldgico en el campo de la genética molecular
nos permite aventurar que en pocos afios dispondremos de métodos diagndsticos, “microarrays”, que
sean operativos (reproducibles, sencillos y con bajo coste) para la identificacion de perfiles genéticos
protrombaticos. En los ultimos meses han comenzado a surgir los primeros datos, pero al igual que
sucede en oncologia molecular, tendremos que esperar un tiempo prudencial para obtener

conclusiones y respuestas solidas.

VII. Significado evolutivo de los polimorfismos genéticos del sistema
hemostatico. ¢Nos aportan los polimorfismos protromboéticos algun

beneficio?

Manteniendo la linea argumental del apartado anterior, algunos de los polimorfismos
hemostaticos, de forma individual, sélo tienen un efecto suave para incrementar el riesgo a sufrir
episodios tromboticos arteriales, a diferencia de las variantes genéticas del FV Leiden y el de la
protrombina 20210A que tienen un poder mas significativo en la definicidon de riesgo de trombosis

venosa.
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Al aceptar la asociacion de un polimorfismo genético que ocasiona un incremento del riesgo
trombotico, surge la necesidad de explicar por qué una mutacion deletérea potencialmente dafina
como el FV Leiden, llega a estar presente actualmente en méas de 50 millones de caucasianos (4 % de
la poblacion espafiola y 12 % en la poblacion del norte de Europa). Una posibilidad, valida en
muchos casos, es que estos cambios sean casi neutrales y que apenas tengan efecto en la hemostasia,
entre otras razones, por la existencia de redundancias (diferentes proteinas que realizan funciones
similares). Alternativamente una presion evolutiva podria inducir y seleccionar cambios genéticos
buscando aportar alguna ventaja funcional o vital. Pero ¢qué ventajas evolutivas pueden aportar los
polimorfismos protrombdticos?

En nuestro medio los problemas hemorragicos estan muy lejos de generar una morbimortalidad
que se avecine a la de los episodios tromboticos arteriales. Si, por el contrario, nos encontrasemos
con un mayor riesgo hemorragico que trombotico, cualquier cambio genético con finalidad
protrombdtica que ocurriese podria ser considerado como una variacion con finalidad protectora. Las
caracteristicas de la sociedad hace 30.000 afios, cuando se estima que surgen el FV Leiden y la
protrombina 20210A, eran muy diferentes a las que experimenta la sociedad occidental reciente.
Antes, la expectativa de vida era muy baja (menos de 45 afios, lo que favorecia ain méas que el riesgo
trombotico fuese pequefio). Las condiciones higiénicas, sanitarias y nutritivas, hacian del menor
trastorno hemorragico (frecuentes por el tipo de vida rural y bélico) un riesgo vital. En aquellas
condiciones cualquier cambio protrombdtico moderado aportaria méas beneficios que problemas, y
podria ser seleccionado (durante mas de 20.000 afios) para alcanzar la frecuencia actual.

Varios estudios recientes sugieren que el supuesto efecto protector de los polimorfismos
protrombdticos en situaciones de sangrado pudiera seguir siendo beneficioso en nuestros dias. El
grupo de Dahlback sugiere que el FV Leiden reduce la pérdida de sangre durante el parto y
menstruacion (90, 91). Se ha estimado que la combinaciéon de anemia con hemorragias obstétricas
pudiera ser causa de mas de la mitad de las muertes de mujeres a lo largo de la historia. Por ello, la
aparicion de un cambio genético como el FV Leiden, que ocasiona un estado protrombotico
moderado, podria elevar las posibilidades de supervivencia de su portadora. No es dificil especular
que si este efecto fuese mas importante en las mujeres fértiles, podria asociarse a una rapida
expansion del cambio genético en la poblacion. De hecho, se ha sefialado que el FV Leiden pudiera
jugar un papel beneficioso en el implante placentario del embridn, ya que parece ser mas eficiente en

las portadoras del polimorfismo (95). Nuestro grupo también ha identificado un papel protector de los
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dos polimorfismos -FV Leiden y protrombina 20210A- para la hemorragia cerebral (65), datos que
han sido confirmados (92). Ademas, otras investigaciones sugieren que el FV Leiden y la
protrombina 20210A también podrian proteger del sangrado en hemofilicos (93, 94).

Finalmente, la diferencia en la prevalencia de las variantes genéticas en diferentes poblaciones,
es otro dato mas que sugiere la existencia de una fuerza de seleccion que modula los cambios
genéticos. La intensidad de un supuesto efecto protector de un polimorfismo concreto depende de las
caracteristicas genéticas y ambientales de cada poblacion. Por tanto, la presién evolutiva puede ser
diferente en cada poblacion y las diferencias quedan reflejadas como variaciones significativas en la

frecuencia de la variante genética.

VIIl. Farmacogenética y sistema hemostatico

El conocimiento de la variabilidad genética de las proteinas implicadas en mantener el
equilibrio hemostéatico trae de la mano, ademéas de los aspectos concretos comentados en paginas
anteriores, la posibilidad de entender la gran variabilidad de respuesta interindividual a la
administracion de farmacos antitrombaticos.

La farmacogenética es la disciplina que estudia la influencia genética en la respuesta
farmacoldgica (96) y conlleva la posibilidad de actuar para prevenir los efectos adversos a drogas, asi
como la posibilidad de realizar una eleccion apropiada del tratamiento mas eficaz para cada paciente.
Se vislumbra que los perfiles de eficacia y toxicidad de una terapia podrian ser sustancialmente
mejorados si se tuvieran en cuenta las variaciones genéticas que pueden influenciarlos. Este joven e
interesante campo va demostrando cdmo polimorfismos localizados en genes que codifican enzimas
de la ruta de metabolizacion del farmaco, transportadores de la droga, y/o las dianas de los propios
farmacos pueden condicionar la respuesta terapeutica (97, 98).

En el &rea de la enfermedad tromboembdlica se estd consiguiendo informacion util, que en un
futuro podria condicionar las elecciones terapedticas individuales. Veamos algunos ejemplos
caracteristicos.

La variante genética del enzima metil-tetrahidro-folato-reductasa (MTHFR) C677T modula los
niveles plasmaticos de homocisteina, cuyo nivel elevado es para algunos un factor de riesgo

trombotico (88). Las terapias que intentan reducir los niveles de homocisteina mediante suplemento
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de &cido folico, para prevenir entre otros objetivos el riesgo de enfermedad cardiovascular, son
mucho maés eficaces en sujetos con genotipo homozigoto T/T que en C/T o C/C (99).

La terapia anticoagulante oral —antivitaminas K- esta ampliamente extendida. En Espafia hay
méas de 500.000 pacientes (>1% de la poblacion) en tratamiento y prevencion de la enfermedad
tromboembolica con estos farmacos. Es bien conocida la disparidad de respuesta terapedtica al
acenocumarol y warfarina entre individuos, situacion habitualmente atribuida a la toma de otros
farmacos, 0 a una alimentacién rica en vitamina K. Recientemente se ha demostrado que
determinados polimorfismos del citocromo P450 modulan el efecto de la terapia anticoagulante oral,
especialmente de la warfarina (100). Pacientes homozigotos a la variante genética CYP2C9*3, y
heterocigotos del polimorfismo CYP2C9*1/*3 metabolizan la warfarina méas lentamente que los
homozigotos CYP2C9*1. Los datos justifican que pacientes con los genotipos indicados requieran
menor dosis de anticoagulante, y explicarian el mayor riesgo de complicaciones hemorragicas
observadas en los casos al mantener una dosis estandar (100).

De igual forma, nuestro grupo ha aportado interesantes datos referentes a las variaciones de
niveles de anticoagulacion que aparecen en enfermos tratados con anticoagulantes orales,
dependiendo de si son portadores de determinados polimorfismos que condicionan los niveles
circulantes de algunos de los factores vitamina K dependientes, como la protrombina o el FVII (101).
Otro ejemplo viene de la terapia antiagregante plaquetaria. Aunque existe una fuerte controversia
sobre el efecto del polimorfismo Leu33Pro de la GPIlla plaquetaria sobre el riesgo trombotico,
algunos estudios sugieren la importancia que el cambio genético podria tener en la eficacia del
tratamiento con diferentes drogas antiagregantes. Por ejemplo, se ha indicado que dependiendo de la
presencia de una variante alélica determinada existira una tendencia manifiesta a ser resistentes a la
accion antitrombdtica de la aspirina (102); que exista una menor eficacia antiagregante de los
anticuerpos monoclonales contra la GPIlIb/llla (abciximab), de gran uso en el intervencionismo
coronario; o tendencia a modificar el efecto de las estatinas en relacion con la aparicion de cuadros
reoclusivos tras implante de un stent coronario (103, 104).

Acabaremos este apartado haciendo referencia a una notable contribucion de nuestro grupo
relacionada con la efectividad de la terapia fibrinolitica. La trombolisis es un tratamiento de eleccion
en la fase precoz del infarto agudo de miocardio. Sin embargo, es conocido que la mitad de los
pacientes tratados no alcanzan una dptima perfusion o recanalizacion coronaria. EI motivo de esta

situacion no esta aclarado. En un estudio piloto sugerimos que la efectividad terapedtica de la
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fibrinolisis puede guardar relacion con las caracteristicas de la fibrina del trombo, hecho muy
vinculado a la presencia del polimorfismo del FXIII Val34Leu (69). Un trabajo que hemos dirigido
de caracter multicéntrico, que incluye mas de 300 pacientes a los que se les ha realizado tratamiento
trombolitico en la fase precoz del infarto agudo de miocardio, confirma los resultados preliminares ya
comunicados.

En definitiva, algunos pueden tener la vision, un poco pobre, de que a excepcion de los
polimorfismos de la protrombina 20210A/G y FV Leiden que definen un riesgo aceptado para la
aparicion de un episodio tromboembdlico venoso, poco mas se ha conseguido en el campo de la
trombosis arterial. Sin embargo, un andlisis detenido y riguroso nos muestra una imagen mucho méas
optimista y esperanzada. Los ejemplos comentados son expresivos y muestran el avance que se esta
consiguiendo gracias a la identificacion y caracterizacion de las variantes genéticas, asi como en la
interpretacion del “dialogo” continuo “gen-gen” y “gen-factores ambientales”, que aportaran un
decisivo impulso para conocer con detalle los elementos que regulan el complejo sistema
hemostatico.

Por otra parte, el advenimiento de la farmacogenética a un campo con tanta repercusion social
como es la enfermedad cardiovascular y venosa, nos anuncia la generacion de conocimiento que

incidira de forma relevante en las medidas profilacticas y terapeuticas de la oclusion vascular (108).
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