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ag Antigénico
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ANOVA Andlisis de la varianza para un factor
APM Alto peso molecular
APC Proteina C activada circulante
Apo Apolipoproteina
ARN Acido ribonucleico
ARMmM Acido ribonucleico mensajero
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BPM Bajo peso molecular
CPasa Actividad carboxipeptidasa
EDTA Acido etilendiaminotetracético
ELISA Enzime-linked immunosorbent assay
EPCR Receptor endotelial de la proteina C
HDL Colesterol ligado a lipoproteinas de akasidad
fc Funcional
IC Intervalo de confianza
IL Interleucina
LDL Colesterol ligado a lipoproteinas de bajasigad
Lp(a) Lipoproteina (a)
N Tamafio muestral
OPD Ortofenildiaminodihidrocloro
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p significacidon estadistica
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PCI
PCR
pdf
PET
pNA
PS
RNasa
rpm
solucion STOP
TAFI
TAFla
TLE
™
TNF
tPA
sct-PA
TR
uPA
scu-PA
VLDL

Inhibidor de la proteina C, también llam&uhd-3
Reaccion en cadena de la polimerasa
Productos de degradacion de la fibrina
Tampon PBS/EDTA/Tween 20
p-Nitroanilina
Proteina S
Ribonucleasa
Revoluciones por minuto
Soluciéni80, 3M
Inhibidor de la fibrinolisis activable ptmombina
TAFI activado
Tiempo de lisis de las euglobulinas
Trombomodulina
Factor de necrosis tumoral
Activador tisular del plasminégeno
Activador tisular del plasmindgeno de nadena
Trombina
Activador del plasminégeno tipo urokinasa
uPA de una cadena

Colesterol ligado a lipoproteinas de muyabdensidad
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1.1. CARDIOPATIA ISOUEMICA. IMPACTO SOCIOSANITARIO

La cardiopatia isquémica constituye una de lasgyemcausas de mortalidad
en las sociedades desarrolladas del mundo acmahdcbimortalidad que genera y el
impacto socioeconémico que ocasiona hacen que aesiderada un verdadero
problema de salud.

Actualmente, el grupo de las enfermedades del @paieculatorio es la
primera causa de muerte en el conjunto de la poblaspafiola. Al comenzar este
trabajo de tesis doctoral, las estadisticas ofisiale 1999 confirmaron que la
mortalidad debida a patologias del aparato cirotitatrepresentaba el 36% de las
defunciones, el 40% en mujeres y el 29% en homleresl desglose, el 31% de la
mortalidad correspondié a la cardiopatia isquényical 29% a la enfermedad
cerebrovascular (Figuras 1.1, 1.2 y 1.3) [1].

Tumores
25%
Circulatorio
36%
Respiratorio
12%
Digestivo Resto
5% Causas externas 18%

4%

Figura 1.1. Distribucién proporcional de las prinpales causas de mortalidad en Espafia, afio 1999,
ambos sexos [1]

HOMBRES

Tumores
28%

Circulatorio
29%

Respiratorio
13%

Resto
14%

Digestivo
MUJERES %.0% Causas externas

6%

Tumores
20%

Respiratorio
11% Circulatorio

40%

Digestivo
5%

Resto
21%

Causas externas
3%

Figura 1.2. Distribucion proporcional de las prinpales causas de mortalidad en Espafia, afio 1999,
mujeres y hombres [1].
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Insuficiencia cardiaca

16% Cardiopatia isquémica

31%

Resto de enfermedades
cardiovasculares
24%
Enfermedad cerebrovascular
29%

Figura 1.3. Distribucién proporcional de la mortaliad atribuida a enfermedades del aparato
circulatorio, Espafa, afio 1999 [1].

En 1998 las enfermedades cardiovasculares ocasiomar Espafia 232.977
afos potenciales de vida perdidos (175.043 en gargn57.934 en mujeres), que
supusieron aproximadamente el 16% de los afios gales de vida perdidos totales
[2], como es l6gico, con mucha mayor repercusiéel gnupo de pacientes jovenes.

Las tasas ajustadas de mortalidad por enfermediegparato circulatorio
disminuyeron en Espafia un 26% en el periodo 1985;¥un ritmo anual del 2,4%
(2,3% en varones y 2,5% en mujeres). Aunque la mpgide del descenso de la
mortalidad cardiovascular total se debi6 a unaidisabn media anual del 3,2% en la
mortalidad cerebrovascular, también se produjodisrainucion de la mortalidad por
cardiopatia isquémica del 0,6% anual (0,8% en egn0,2% en mujeres) [2]. El
descenso de la letalidad por esta patologia hamidile gracias los importantes
avances en el tratamiento farmacolégico conseg@dda Ultima década (inhibidores
de la glicoproteina llb/llla, clopidogrel, l@mas de bajo peso molecular,
B-blogueantes, inhibidores de la enzima convertidierda angiotensina, antagonistas
del receptor de la angiotensina Il, estatinas y@splactona, fundamentalmente), el
desarrollo de nuevas terapias de reperfusion (isudaomacos tromboliticos y
angioplastia primaria y/o de rescate), el mengaseten la administracion de dichas
terapias de reperfusion, el uso de desfibriladanésmplantables, etc.

A pesar de las mejoras en la atencion médica eariBsfa previsible evoluciéon
negativa en los proximos afios de algunos fact@easedgo cardiovascular (como la
hipercolesterolemia en la poblacion infantil, elmamto de la prevalencia del
tabaquismo en mujeres y algunos cambios dietétmad)ia provocar un incremento
del riesgo de muerte cardiovascular [2].
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Como se ha apuntado previamente, la investigaciorelecampo de la
cardiopatia isquémica ha resultado en importaniascas en su manejo terapéutico.
Los beneficios observados individualmente en lavd cada paciente han supuesto
una mejora en la esperanza y en la calidad dedédsste grupo poblacional, con su
consiguiente impacto econémico positivo en la stadeal aumentar la productividad
de la poblacion.
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1.2.- ETIOLOGIA DE LA CARDIOPATIA ISOUEMICA

Al igual que en los pacientes con enfermedad cevabcular o vasculopatia
arterial periférica, universalmente se acepta g@mfermedad arteriosclerotica (hoy en
dia sustituida por el término dgerotrombosis subyace también en la mayoria de
pacientes con cardiopatia isquémica. Solo en uogieqporcentaje de los casos la
cardiopatia isquémica no tiene un origen aterotaticds, como sucede en presencia de
sindrome X coronario (con afectacion de la micout#acion), vasoespasmo coronario,
anomalias congénitas del origen o de la distribucié las arterias coronarias,
diseccién coronaria, embolismo coronario y vadgsulitoronaria asociada a
enfermedades autoinmunes, entre otras [3, 4]. ¢lgoelinia en sujetos portadores de
un corazén trasplantado ha merecido un estudiociespen particular, por los
conocidos efectos secundarios de los farmacos iosopnesores [5-7] aunque, en
general, se acepta que el mecanismo subyacengeesfermedad vascular del injerto
es la hiperplasia intimal, mas que el fendmenmatanbdtico propiamente dicho del
corazon nativo [8].

Un factor de riesgo cardiovascular es una caratitari biolégica o una
conducta que aumenta la probabilidad de padecer ooir nde enfermedad
cardiovascular en aquellos individuos que la pteseif®]. Desde que el Estudio
Framingham estableciera la importancia de los festale riesgo cardiovascular
mayores (tabaquismo, hipertension arterial, dislipe diabetes mellitus y edad
avanzada), multiples observaciones han despertadteets por entender mejor los
mecanismos implicados en esta polifacética enfemthe®e han investigado los
mecanismos fisiopatoldgicos y anatomopatolégicoa dgerotrombosis en si misma,
del fendmeno inflamatorio asociado y de las cascddda coagulacion y la fibrinolisis
gue acompafan a la placa complicada y que se @adlinicamente como sindrome
coronario agudo. Diversos trabajos han demostradp&n un grupo considerable de
pacientes con infarto de miocardio, los factoresielyo cardiovascular mayores no
tienen suficiente relevancia como para justificar desarrollo clinico de esta
enfermedad. De hecho, entre un 50% y un 70% deakiss de cardiopatia isquémica
cronica no se pueden justificar por la presenci@ses factores de riesgo [10]. El
registro IBERICA (Tabla 1.1) mostré que, en la peiin joven (hasta 44 afios) con
infarto de miocardio, el 2% de los hombres y el 284as mujeres carecen de factores
de riesgo cardiovascular, mientras que el 36% y B&$ectivamente son portadores
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tan soélo de un factor de riesgo [11]. ¢ Qué hacesgtes pacientes con escasa 0 nula
carga de factores de riesgo cardiovascular mateifiesventos coronarios, mientras

gue un gran namero de sujetos de la poblacion gleoen semejantes caracteristicas
permanece asintomatico desde el punto de vista@ood.

HOMBRES
Edad (afios) 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 Total
(n=8) (n=44) (n=108) (n=147) (n=231) (n=538)
Tabaquismo % 87,5 86,4 65,1 53,8 33,0 50,4
Hipercolesterolemia % 62,5 61,4 51,9 43,5 29,9 41,1
Hipertension arterial % 12,5 29,5 35,2 29,5 42,4 593
Diabetes mellitus % 0,0 45 4,6 19,9 21,6 16,0
NUmero de factores de riesgo
0% (n) 12,5 (1) 13,2 14,6 22,9 16,6
1% (n) 25,0 (2) 34,0 41,0 38,8 38,2
2% ) 40,9 38,7 29,9 29,1 32,5
3% 12,5 20,5 12,3 13,2 7,9 11,3
4% 0,0 0,0 19 14 13 1,3
Angor previo % 12,5 32,6 34,9 41,8 48,3 42,0
IAM previo % 0,0 6,8 12,8 12,2 20,9 15,5
MUJERES
Edad (afios) 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 Total
(n=0) (n=5) (n=16) (n=22) (n=95) (n=138)
Tabaquismo % - 60,0 68,8 27,3 4,3 17,5
Hipercolesterolemia % - 20,0 31,3 40,9 38,7 37,5
Hipertension arterial % - 0,0 56,3 59,1 66,0 61,3
Diabetes mellitus % - 0,0 25,0 31,8 37,2 33,6
NUmero de factores de riesgo
0% (n) - 20,0 (1) 6,3 13,6 14,0 13,2
1% (n) - 80,0 31,3 31,8 40,9 39,7
2% - 0,0 43,8 36,4 30,1 31,6
3% - 0,0 12,5 18,2 15,1 14,7
4% - 0,0 6,3 0,0 0,0 0,7
Angor previo % - 60,0 31,3 50,0 43,6 43,8
IAM previo % - 0,0 0,0 22,7 15,8 14,5

Tabla 1.1. Factores de riesgo en pacientes de 25afds ingresados por infarto de miocardio en
Navarra, 1997-1998. Estudio IBERICAEI sombreado destaca las caracteristicas de lostesjmas
jévenes (hasta 44 afios). El 6valo destaca los dd¢o®s pacientes con 0 y 1 factores de riesgoaeia ¢
subgrupo de edad. De su analisis se deduce qu#ale2los hombres y el 20% de las mujeres menores
de 44 afios carecen de factores de riesgo cardioNass clasicos y que el 36% de los hombres y % 80
de las mujeres tienen tan sélo un factor de ried@dl: infarto agudo de miocardio (Modificado de
Moreno C y col, 200£11]).
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En cuanto a los factores de riesgo cardiovasculas prevalentes en la
poblacion esparfiola joven con infarto de miocarséoacepta que el tabaquismo y la
hipercolesterolemia tienen mucho mas peso quepkrtbnsion arterial y la diabetes
mellitus, con porcentajes en torno al 80% y al 4086pectivamente, en estudios
realizados en Alicante y Murcia [12, 13].

Estas reflexiones han llevado a diversos autodkstiaguir otras categorias de
factores de riesgo cardiovascular. Asi, se hamgdistlo factores de riesgo causales
(mayores independientes), predisponentes y comdige (Tabla 1.2). Las dos
primeras categorias se asocian con fuerza a lavedad y su papel causal ha sido
comprobado con suficiente evidencia. Los factoeesetgo condicionales se asocian a
un mayor riesgo de enfermedad pero, hasta la fachaay evidencia definitiva acerca
de su papel causal, ya sea porque su potenciafjateco puede ser menor que el de
los factores mayores, o porque su frecuencia epoldaciébn puede que no sea
suficientemente elevada para medir su efecto imtkg@ete en estudios prospectivos
de riesgo cardiovascular [14].

Factores de riesgo Factores de riesgo Factores de riesgo condicionales
causales predisponentes

e Tabaco e Obesidad*  Triglicéridos séricos elevados

* Presion arterial elevada | « Obesidad abdominal » Particulas pequefias de LDL

» Colesterol y LDL- * Inactividad fisica* » Homocisteina elevada

colesterol elevados » Enfermedad coronaria | ¢ Lipoproteina (a) elevada

» HDL-colesterol bajo prematura familiar « Factores de riesgo protrombéticos (p. €j.

 Diabetes mellitus » Caracteristicas étnicas niveles aumentados de fibrin6geno) y/o

» Edad avanzada » Factores psicosociales hipofibrinoliticos (p. €]. niveles
aumentados de PAI-1y TAFI)

» Marcadores de inflamacion (p. €.

proteina C reactiva elevada)

Tabla 1.2. Principales factores de riesgo cardiomalar. *Estos factores también son denominados factores
de riesgo causales o mayores por la Asociacion farea del Corazon. LDL: lipoproteinas de baja
densidad; HDL.: lipoproteinas de alta densidad; ARoteina C activada; PAI-1: inhibidor del activado
del plasmindgeno tipo 1; TAFI: inhibidor de la fibolisis activable por trombina. (Modificado de Gy
SMy col, 1999 [14]).
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Las dos hipétesis clasicas sobre el origen destatadbmbosis, la hipétesis de la
incrustacion de material trombaotico y la de la iontibn de material lipidico, se han
integrado en una hipoétesis multifactorial de resfaude la pared a la lesion o respuesta
de reparacion celular que, ademas de la trombdssslipidos, considera otros muchos
factores causales (hipertension arterial, diabetedlitus, tabaquismo, agentes
infeccioso-inflamatorios como la Chlamydia pneuraery el Helicobacter pylori, etc)
[15]. De acuerdo con esta hipoétesis, la coexiséedei uno 0 mas factores de riesgo
contribuye al desarrollo de lesion endotelial manign disfuncién endotelial. Dicha
anormalidad endotelial, generalmente en zonas desewvascular, facilita la
acumulacion parietal de lipoproteinas de baja dadsisensibles a la oxidacion
mediada por células musculares lisas y por el prepdotelio [16]. La activacion del
factor nucleark3 es estimulada por las lipoproteinas de baja dedsikidadas y
potencia la expresion de moléculas intermediarizgs aumentan la adhesion y la
migracion de los monocitos hacia el interior de pared vascular. Una vez
diferenciados a macréfagos en el espacio suberadoesitas células captan lipidos de
forma masiva y se transforman en células espumasasmperse liberan sustancias
muy toxicas, como los radicales libres, que coatinél circulo vicioso de oxidacion
de LDL, dafo celular y formacion de nucleo lipidita lesion endotelial resultante
favorece la exposicion del colageno subendotel@llez vascular, con el consiguiente
aumento de la adhesion y la activacion plaquetaaidiberacion de distintas citocinas,
como el factor de crecimiento derivado de las m#apiy el factor de crecimiento
tumoral 3, juega un papel relevante en la progresién ddalzapaterosclerética. Por
altimo, la proliferacion de las células musculdisss da cobertura al nucleo lipidico
sintetizando proteinas que brindan resistencia @laea ateromatosa tales como el
colageno, los proteoglicanos y la elastina [16].

El crecimiento de la placa a lo largo de los afesde a disminuir
progresivamente la luz efectiva y compromete caela mas la reserva de flujo
coronario del miocardio dependiente de dicha ar{éii]. Sin embargo, la progresion
de las lesiones es erratica e imprevisible [18sydstudios angiograficos no pueden
predecir el lugar en que apareceran trombos coosnaclusivos [19]. La progresion
por fases de la arteriosclerosis coronaria es lgosjbe suceda a expensas de los
episodios clinicamente silentes de trombosis it#cap o de pequefios trombos
plaquetarios sobre las placas. En un momentq dadgolaca vulnerable puede sufrir
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una complicacion con ruptura de la placa y acttracgecundaria de la hemostasia
primaria y secundaria. La oclusion parcial o taell vaso condiciona la presentacion
clinica del sindrome coronario agudo (angina itdstanfarto sin onda Q, infarto con
onda Q). Diversos estudios han demostrado que &¥nde los casos el trombo se
produce en una placa rica en lipidos, mientras ejuain 20% el trombo puede
producirse en una placa rica en colageno [20]pBlde trombo intraluminal formado
depende de varios factores, algunos locales (magmie la rotura, velocidad de
perfusion de la sangre sobre la lesion) y otragmisos (potencial fibrinolitico y
trombatico) [17]. Es precisamente en este campae éh coagulacion y la fibrinolisis,
donde se centra la presente tesis doctoral.



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis egionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Introduccion

1.3.- NUEVOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

La experiencia clinica diaria nos ha demostrado lqaefactores de riesgo
cardiovascular mayores no son capaces de explataimente las variaciones
observadas en la prevalencia y gravedad de laopatith isquémica. Este dato es
especialmente relevante en pacientes jovenes, donciensiderable porcentaje apenas
tienen factores de riesgo cardiovascular (espeerdbnlas mujeres) y, en cualquier
caso, si los hay han tenido poco tiempo para ejercefecto deletéreo sobre la pared
vascular (aplicable tanto a hombres y como a ma)jeka vision reduccionista de los
factores de riesgo cardiovascular clasicos en aarddlo de la enfermedad
aterotrombodtica es insuficiente hoy en dia paratifigar a los sujetos en riesgo y
tomar las medidas oportunas en cada caso (prevepgidaria), asi como para tener
bien controlados a los pacientes que ya han peslensintomas (prevencion
secundaria). Actualmente se sigue investigandoaamdate en mdaltiples frentes para
intentar encontrar otros factores de riesgo casdicMar que, aunque con menor peso
qgue los clasicos, puedan modular el riesgo que llagusuponen o potenciarse
mutuamente.

La investigacion experimental ha permitido conodactores de ambito
sistémico que pueden llegar a tener un papel deasi romper el fragil equilibrio que
desencadena las cascadas de la hemostasia prifaan@mostasia secundaria y la
fibrinolisis enddégena sobre una placa vulnerabtedida. Desde hace tiempo se sabe
que las modificaciones del sistema hemostaticoiddetanto a hipercoagulabilidad
como a hipofibrinolisis, pueden jugar un papel ingmate en la patogenia de la
enfermedad coronaria [21].

Un aspecto inquietante de la cardiopatia isquémécda alta frecuencia de
afectacion de la descendencia. Se sabe que lofiafaside primer grado de un
paciente afecto tienen un riesgo siete veces n@y®ias personas sin antecedentes
familiares [22, 23]. Incentivados por el reto dentificar las mutaciones y los genes
especificos relacionados con este aumento de yiesgdan estudiado aspectos
genéticos de muchos factores de las cascadasdagalacion y la fibrinolisis aunque,
hasta la fecha, sin resultados lo suficientemesieyantes como para ser llevados del
laboratorio experimental a la practica clinicaidiar

10
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1.4. ASPECTOS GENERALES: HEMOSTASIA Y FIBRINOLISIS

1.4.1. GENERALIDADES. HEMOSTASIA.

La hemostasia es el conjunto de mecanismos fiscadgque detienen
espontaneamente la salida de sangre desde elaespacular mediante el cambio de
estado fisico. El cambio de estado liquido a sa@wlta sangre se logra por medio de la
formacion de un coagulo, a través de una serie aieciones bioguimicas,
fundamentalmente enzimaticas. La hemostasia curgsde funciones de sellar
provisionalmente el sitio de rotura vascular yrdeiar los mecanismos de reparacion,
por lo que es un fendmeno transitorio en el tiengolimitado en su formacion y
confinado en su ubicacion a una region especifidh En 1956, el aleman Rudolf
Virchow definio la triada de Virchow, al establegele los eventos tromboticos son el
resultado de la interaccion de tres elementosdssi los fendmenos hemodinamicos
derivados del flujo sanguineo, b) la sangre y susponentes, responsables de los
fendmenos hemorreoldgicos y de la hipercoagulauilc) los integrantes de la pared
arterial que es donde se produce la lesion [25].

A continuacibn se mencionan las bases de los tresamsmos basicos
implicados en la hemostasia: el vascular, el pkagigey el plasmatico.

1.4.1.1. ENDOTELIO VASCULAR

Los vasos tienen tres capas: la intima, formada guaiotelio, la media,
constituida por masculo liso y la externa o adwssmtiformada por tejido de sostén. La
capa muscular, mas desarrollada en las arteritiase la funcion de regular el flujo en
los diversos territorios. Al producirse dafio vaaguésta capa se contrae, con lo que
disminuye el calibre del vaso y limita el flujo fe@ta zona lesionada. La contraccion
es estimulada por la histamina, la serotonina,igagny tromboxanos, y es regulada
por el 6xido nitrico [26, 27].

Con mucho, el papel preponderante de los vasosarad el endotelio, que
tiene la capacidad de sintetizar factores protrditd® y antitromboticos,
profibrinoliticos y antifibrinoliticos, asi como dres de crecimiento y sustancias
vasoactivas (Figura 1.4). En condiciones norsa@keendotelio sano soporta el estrés
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mecanico del flujo sanguineo con un efecto netdrambotico. Asi, la sintesis de
oxido nitrico y de prostaciclina favorece la vatdcion e inhibe la activacion
plaquetaria, a la vez que la expresion en la saedndotelial de la trombomodulina
y del receptor endotelial de la proteina Ehdothelial Protein C ReceptoEPCR)
aporta actividad anticoagulante [26, 28]. Asimistaajisminucion de la accién de las
hormonas sexuales femeninas [29, 30] y el efedwiéeo de algunas neurohormonas
[31, 32] o el de los factores de riesgo cardiovasdnterfiere con la funcion endotelial
[33]. El endotelio disfuncionante favorece la ma@a de células y lipidos, la
oxidacion de las lipoproteinas, la proliferacion délulas musculares lisas, la
expansion o la lisis de la matriz extracelularadéivacion plaquetaria y la trombosis.
Estos ultimos mecanismos se ponen en marcha edaiedio disfuncionante gracias a
la capacidad de sintesis de sustancias procoagsilgffactores V y VII) y
antifibrinoliticas Plasminogen Activator Inhibitor type, PAI-1), asi como por la
accion sustancias proagregantes plaquetarias @amb A y factor de von
Willebrand) [17, 34].

@ I Equilibrio vasomotor l

I Equilibrio mitogénico l

ET-1
Angiotensina Il
oxidantes

g

223

. Endotelio B = i .
S f an
¥:sano w disfuncionante

Proagregante

Antitrombético Protrombético
Antiinflamatorio Proinflamatorio
Antiaterogénico Proatrogénico
. —_
Anticoagulante —m=  Procoagulante
Fibrinolitico Antifibrinoliitco
HOMEOSTASIS VASCULAR

Figura 1.4. Esquema-resumen de la funcién endotélid/éase explicacién en el texto. ON: 6xido
nitrico; PGl,: prostaciclina 2; ET-1: endotelina 1.
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1.4.1.2. HEMOSTASIA PRIMARIA

Aunque esta intimamente relacionada con el mecanisascular de
vasoconstriccion y con la cascada de la coagulat@gmemostasia primaria hace
referencia a la capacidad de las plaquetas paitairdahhemorragia. A continuacion se
describen sucintamente los mecanismos implicadda adhesion, la agregacion y la
activacion plaquetaria [24].

Durante los primeros segundos tras el desarrollandelesion endotelial, las
plaguetas se adhieren al colageno subendoteledaleona, ahora expuesto al torrente
circulatorio. Los mediadores principales de esteesaidn son el factor von Willebrand
y el receptor plaquetario llamado glicoproteinéHigura 1.5). La adhesion plaguetaria
estimula la expresion de otro receptor de membiangljcoproteina lib/llla, que es
capaz de interactuar con el factor von Willebrandiegencadenar la agregacion
plaguetaria. Este proceso tiene lugar en los pasn20-30 segundos tras la adhesion
plaguetaria y desemboca en la formacion de un tod24, 35]. La unién del factor
von Willebrand a la glicoproteina llb/llla activasl vias del fosfatidil-inositol
plaquetario y de las prostaglandinas y éstas,\@zsudesencadenan la liberacion del
contenido de los granulos almacenados en el ca#oplaplaquetario. Entre las
sustancias liberadas desde los granulos densasefdaigs se encuentra el adenosin
difosfato que, junto con la trombina generada aaalscada de la coagulacion, pueden
magnificar y consolidar la activacién plaquetarikavés de la interaccion con otros
receptores especificos en las membranas de lasefaq[36]. Es bien conocido el
aumento de la agregacion plaguetaria en diabddsy, entre otros, en la lista de
sustancias proagregantes incluye a la lipoprotéialLp(a)], en particular a su
subunidad llamada apolipoproteina (a) [apo(a)], Asidemostraciom vitro de su
efecto proagregante al interaccionar con un recep$pecifico de la superficie
plaguetaria explica parte de la accién protrombotie la Lp(a) [38] (véase mas
adelante). En los siguientes minutos se generandiby se forma una red entre
plaquetas y fibrina en la que quedan atrapados@tis y leucocitos. Posteriormente,
la fibrina se estabiliza, el coagulo adquiere magsistencia y se vuelve insoluble.
Finalmente, el coagulo sufre una retraccion, cogue queda adherido de manera
firme a la pared vascular [35, 36]. Los coagulasnmlos en territorio arterial son
fundamentalmente de plaguetas y se denominan tobiancos; los que se forman en
territorio venoso contienen mayor cantidad deriéory elementos formes, sobre todo

eritrocitos, por lo que se denominan trombos rojos.
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ADP, 5HT, Ca
vWE L
Fibrinégeno, v WF,
WII, PDGF
vWF
VW

coagulo

Vila

Factor tisular ADP

o
Colageno subendotelial —— T

Figura 1.5. Factores mas importantes relacionadosncla activacion plaquetaria en la zona del dafio
endotelial La flecha roja simboliza la lesion endotelial. RDadenosin difosfato; SHT: serotonina; Ca:
calcio; VWF: factor de von Willebrand; GP: glicogesna; PDGF: factor de crecimiento derivado de las
plaquetas.

1.4.1.3. COAGULACION PLASMATICA

La lesion de la pared vascular, al igual que larreotde una placa de
aterosclerosis, desencadena no sélo la adhesi@n agregacion plaquetaria, sino
también la activacion de la coagulacion tanto parid intrinseca como extrinseca. En
los pasos finales de la cascada de la coagulagigaersera trombina que, ademas de ser
un potente activador plaquetario, cataliza la foansacion de fibrindbgeno en fibrina y
promueve su polimerizacion. De esta forma, el ongrito de la masa trombotica
compuesta de plaquetas, fibrina y eritrocitos smeginalmente a la fuerza del flujo
sanguineo.

Merece la pena destacar que el sistema plasméticla d¢oagulacion esta
integrado por diversos factores que son enzimasulamtes en forma inactiva
(proenzimas), todos ellos pertenecientes a laitaad las serin-proteasas. Existen dos
vias distintas (intrinseca y extrinseca) para lévamon de la coagulacion.
Actualmente se acepta de forma generalizada gaeeelto iniciador principal de la
coagulacion sanguinea es la exposicion del facsofat en la superficie de las
membranas de las células lesionadas, donde se lagoopn el factor Vila [39]. A
partir de ahi se desencadena la cascada dedgulacion a través de la via
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extrinseca, cuando el complejo factor Vlla:fatigrlar activa a los factores IX y X en
la superficie de las células que expresan el féisidar, dando lugar a la formacion de
las primeras cantidades de trombina [40]. La viaingeca, también llamada de
contacto, se activa cuando tres proteinas plassdit factor Hageman o factor XlI,
un cininégeno de alto peso molecular y la precghe) forman un complejo sobre el
colageno del subendotelio vascular. La finalidadaddas vias es la activacion del
factor X, necesaria para la transformacion de gmatina en trombina, para lo cual
también se requiere la presencia de calcio, fag¢tgrfosfolipidos [40]. Aunque la
conversion de la protrombina puede tener lugar igarshs superficies ricas en
fosfolipidos, tanto naturales como artificiales,aselera varios miles de veces en la
superficie de las plaguetas activadas. Tras laalilién de fibrinopéptidos A y B del
fibrindgeno, la molécula modificada se denomina @noero de fibrina y cuando estos
mondmeros polimerizan dan lugar a la fibrina nat@btada o soluble. Finalmente, la
accion estabilizadora del factor Xllla transforradibrina soluble en fibrina insoluble
[24]. La Figura 1.6 muestra un esquema simplificeléa cascada de la coagulacion.

VIA INTRINSECA

KL €---- PKL
Activacion por
contacto: V l T
X|| e » Xlla
HM l
[VEEE — 4 X|
HMWK

VIA EXTRINSECA
<4 Trombina

Lesion tisular:
v f

,,,,,,, > R e
IX IXa YIIIa +Ca+FL Vil V\IIaIFT<_ FT

v

X » Xa-Va+ Ca+FL
A

\ X
Protrombina —$> Trombina —»

i ;
F1+2
i Xllla i
S Fibrina Fibrina
Fibrinogeno ... » soluble P estabilizada

Figura 1.6. Esquema clasico de la cascada de lagidacion. Las flechas continuas indican activacion
a. Las flechas discontinuas indican transformacém PKL: precalicreina; KL: calicreina; HMWK:
cinégeno de alto peso molecular; FT: factor tisyl@a: calcio; FL: fosfolipidos; F1+2: fragmento 1+2
de la protrombina.
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En la parte final comin de esta cascada se enaukntactivacion de la
protrombina a trombina. El fragmento 1+2 de la norabina, liberado durante la
activacion de la protrombina, es un marcador @ilapdetectar un aumento o una
disminucion en la generacion de trombina, en cascemtontrarse aumentado o
disminuido, respectivamente. La trombina es unaéomth con gran actividad
enzimatica sobre varios sustratos. Asi, ademasctlgrasobre el fibrinbgeno para
generar fibrina, también activa los factores V| VIKIII, el sistema fibrinolitico y las
plagquetas [40].

Este complicado entramado de factores se reguléopanhibidores naturales
de la coagulacion, como son la antitrombina, abidbr de la via del factor tisular y el
sistema de la proteina C. La antitrombina ejerceastion al formar complejos
estequiométricos 1:1 con la trombina a través detdaaccion del residuo arginina del
centro reactivo del inhibidor con la serina delteemctivo del enzima. A través de
mecanismos similares también puede inhibir a lowfas Xlla, Xla, IXa, Xa y Vlla.
El inhibidor de la via del factor tisular, produzidor el endotelio, se libera en la zona
de lesion vascular, donde es capaz de inhibircabifaXa y al factor Vila [40]. Pero es
precisamente el sistema de la proteina C, y l@im®IC activadaictivated Protein C
APC) en particular, el nexo de unibn mas atractrdgre los sistemas de la
coagulacion, la fibrinolisis y la inflamacion, tatomo se vera mas adelante.

Algunos de los factores antes mencionados, corantittombina y el PAI-1, y
otros que se comentaran a continuacién, comg-&ntitripsina y el inhibidor de la
proteina C activadd@(otein C Inhibitor PCI), entre otros, pertenecen al grupo de las
serpinas gerin protease inhibitgr Los integrantes de esta superfamilia, caractea
por inhibir a los enzimas tipo serina, tienen utta homologia estructural y un
mecanismo de accién similar [41]. En las reacciem@maticas tipicas el enzima
ataca rdpidamente al sustrato, lo transforma edupto y se libera para actuar sobre
otra molécula de sustrato. Sin embargo, los inbilesl de la familia de las serpinas no
inactivan enzimaticamente a sus sustratos (todlus @n actividad enziméatica), sino
que actian en realidad como falsos sustratos denlmmas a los que inhiben [42].
Tras la union al enzima, se forma un complejo desicion y, o bien conduce a la
formacion de un complejo covalente estable enzimtiao blogueando el centro
activo del enzima, o bien se disocia dando lugankabidor inactivado y el enzima
activo.
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1.4.2. GENERALIDADES. FIBRINOLISIS

El término fibrinolisis fue introducido hace mas wie siglo por Dastre para
describir la disolucion espontanea de coagulosusaegs [43]. A pesar del tiempo
transcurrido desde entonces, podemos decir quelestécion de la fibrinolisis como
“conjunto de mecanismos encargados de lisar elubodlg fibrina una vez formado”,
sigue siendo precisa. Pero la fibrinolisis tambiéterviene en otros procesos
fisiologicos y patolégicos, como son la angiogéeta regeneracion tisular, la
reproduccion, la endometriosis y la invasion turhjgi-47].

El funcionamiento del sistema fibrinolitico tienenmo base la conversion de un
proenzima, el plasminégeno, en su enzima proteatitente activo, la plasmina, el
cual es capaz de degradar la fibrina y, asi, elim@h coagulo previamente formado
[48, 49] (Figura 1.7). La transformacién del plasdgieno en plasmina se produce
mediante la accion proteolitica de dos enzimas,omérados respectivamente
activador tisular del plasminogendisgue-type Plasminogen ActivatotPA) vy
activador del plasmindgeno tipo urokinasaokinase-type Plasminogen Activator
uPA).

Cuando la plasmina actua sobre la fibrina genardystos de degradacion de
la fibrina con residuos de lisina en posicion caiteominal. Estos residuos constituyen
sitios de union para el tPA y el plasmindgeno ygdlar son responsables de amplificar
enormemente la cascada de la fibrinolisis. Comocwaquier proceso bioldgico
regulado, a esta tendencia profibrinolitica se epama actividad antifibrinolitica, de
tal modo que solo un adecuado equilibrio entre arfilberzas dara lugar a un correcto
funcionamiento del sistema global [48].

La inhibicion de la fibrinolisis se ejerce a variugeles (Figura 1.7). Por una
parte, estan los inhibidores naturales de los adres del plasmindgeno. Estos
inhibidores se denominan: PAI-1 o de tipo enddtdi®], e inhibidor de los
activadores del plasmindgeno tipo 2 o placentd?idl-Q). El primero se describira
mas ampliamente en este mismo capitulo y del segumberesa destacar que solo se
han detectado niveles plasmaticos significativosmeleres gestantes y parece que
podria ser un marcador de funcién placentaria fj1Existe un tercer inhibidor de los
activadores del plasminégeno denominado iniciatmBAI-3, aunque mas tarde se
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identificO como el principal inhibidor de la prataiC activada, el PCI [54, 55]. Dicho
inhibidor es capaz de inhibir al uPA y al tPA desdmdenas pero, aunque su
concentracion plasmatica es superior a la de hos &tAls, su actividad inhibitoria a
nivel fibrinolitico es menor [56-58]. Como sus nae®indican, estos PAIs controlan
la fibrinolisis inhibiendo la activacion de plasmgeno a plasmina. Recientemente se
ha descrito otro mecanismo que regula negativanmdiotea activacion, la via del
inhibidor de la fibrinolisis activable por trombiri@hrombin Activatable Fibrinolysis
Inhibitor, TAFI) [59]. Se sabe que los residuos de amino&cidasicos (lisina y
arginina) exhibidos en la superficie de la fibriparcialmente degradada sirven de
anclaje al plasminégeno y al tPA [59]. Cuando akplindgeno y el tPA coinciden en
la superficie del coagulo de fibrina tiene lugaraletivacion del plasminégeno en
plasmina. Pues bien, precisamente a ese nivelAlel Tina vez activado (TAFIa) es
capaz de eliminar los residuos de lisina y arginiada superficie de la fibrina, que
impide la activacién del plasminégeno en plasmynasi, disminuye la cascada de la
fibrinolisis [59].

Plasminégeno

tPA d & uPA
ya N
PAI-1 PAI-1
PAI-2 PAI-2

PAI-3 PAI-3 A nivel tisular, en la placa:
® proteolisis MEC
. ° . = L
Plasmina 'S o Prqllferglmon y adhesion celular
Activacion de MMPs
m A nivel intravascular, sobre la placa inestable:

Fibrina pdf ® | isa el coagulo oclusivo

TAFla

a2-antiplasmina
@2-macroglobulina

Figura 1.7. Esquema simplificado del funcionamienttel sistema fibrinolitico tPA: activador tisular
del plasmindgeno; uPA activador del plasminégemm tirokinasa; PAI: inhibidor del activador del
plasmindgeno; TAFla: inhibidor de la fibrinolisiscavable por trombina activado; pdf: productos de
degradacion de la fibrina; MEC: matriz extracelular
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La fibrinolisis también se regula una vez que @splindbgeno ha sido ya
activado y transformado en plasmina (Figura 1.8j, & actividad proteolitica de la
plasmina esta regulada por la accion dejantiplasmina, su principal inhibidor
fisiolégico y, en menor medida, porda-macroglobulina y el TAFla.

A continuacion, en la Tabla 1.3, se exponen lescteristicas de los principales
factores implicados en el sistema de la fibrinslisi

AA Masa Conc  Vida media Funcién principal
molecular  (mg/l)
(kDa)
Plasminogeno 791 90 200 50 horas proenzima
Plasmina 715 85 2 D: fibrindgeno, fibrina 'y TAFI
A: TAFI
I: TAFla
tPA 527 68 0.01 2-3 minutos  A: plasmindégeno
scu-PA 411 54 0.008 3-5 minutos  A: plasminégeno
PAI-1 379 52 0.01 5-7 minutos | tPA, uPA
PAI-2 393 70 <0.005 I: tPA, uPA
o,.antiplasmina 452 70 70 50 horas I: plasmina
o,.macroglobulina| 4 x 1451 725 2000 50 horas I: plasmina (inesp&ific
TAFla 309 35 4-15  9-15 minutos'MPide la activacion del
plasmindégeno
I: plasmina

Tabla 1.3. Algunas caracteristicas de los principalreguladores del sistema fibrinolitic®: degrada

a; A: activa a; I: inhibe a; tPA: activador tisuladel plasmindégeno; scu-PA: activador del plasmimage
tipo urokinasa de una cadena; PAI: inhibidor detimador del plasminégeno; TAFIla: inhibidor de la
fibrinolisis activable por trombina activado; AAnanoéacidos; Conc: concentraciéon plasmatica normal.
(Modificado de Dobrovolsky AB y col, 2001 [60]).
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Estos son, basicamente, los factores implicadda &brinolisis de modo que
una correcta hemostasia depende del balance daduentre todas estas tendencias
opuestas. Por otra parte, el equilibrio entre eéasncuentra intimamente relacionado
con la hemostasia primaria (dependiente de lasuglas) y con la hemostasia
secundaria (dependiente de la coagulacién). Horajlinteresa resaltar que no se trata
de un equilibrio estatico, sino tremendamente dicdny adaptable a diferentes
situaciones fisioldgicas.

Ademas de los inhibidores de la fibrinolisis coradiok arriba, existen otras
moléculas que modulan la actividad fibrinoliticattaa nivel tisular (proteasa nexina I)
como a nivel intravascular sobre la superficie &t (anexina 2). La proteasa
nexina | es liberada en la matriz extracelular josr fibroblastos, donde inhibe la
accion de la plasmina y de los activadores delnpfa&yeno [61]. Por ello, se le
reconoce un efecto hipofibrinolitico que contribuyelar estabilidad a la placa de
ateroma. Por el contrario, la anexina 2 es un teceptuado en la membrana
endotelial que pertenece a la superfamilia de tateimas calcio-dependientes con
capacidad para unir fosfolipidos. Su actividad &mdntal es la de incrementar hasta
60 veces la activacion del plasmindégeno dependeatd®A, efecto que se suprime
cuando se eliminan los residuos de lisina de l&réo@ de la fibrina parcialmente
degradada [62]. Tanto la Lp(a) como el TAFI disnggnu la accion de la anexina 2
inhibiendo, por tanto, la fibrinolisis. La primerpprque compitein vitro con el
plasmindégeno para unirse a la anexina 2 [63] yseglundo, porque es capaz de
eliminar los residuos de lisina de la superficielaldibrina, sitio de anclaje de la
anexina 2.
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1.4. 3. FACTORES SELECCIONADOS

De los sistemas de la coagulacion y la fibringlise eligieron aquellos factores
gue constituyen fisiopatolégicamente nexos de ueitire ambos sistemas o0 con otros
mecanismos implicados en el desarrollo de la atenttosis y en la generacion de
sindromes coronarios agudos, como es, por ejeldienémeno inflamatorio (Figura
1.8). En ningln caso se pretendid abarcar la dailde los factores potencialmente
implicados en esta enfermedad coronaria. Asi peeselecciono:

el PAI-1, por ser el mas importante inhibidor defilinolisis in vivo,
relacionado con la hipertrigliceridemia y con otrfactores de riesgo
cardiovascular clasicos, tales como la hipertenaiterial y el metabolismo
glucémico (sindrome metabdlico).

« el TAFI, como nexo entre coagulacién, fibrinolisinflamacién, en virtud
de las estrechas interrelaciones que mantiene eortrdmbina, la
trombomodulina y el sistema de la proteina C (etiqodar, el PCI).

 la Lp(a), por tratarse de una lipoproteina de lugasidad con accién
proaterogénica, proagregante e hipofibrinolitica.

» el sistema de la proteina C, una de las vias agtitantes mas importantes
in viva. La APC circulante relaciona las cascadas de #gudacion, la
fibrinolisis y la inflamacion.

» el factor V Leiden y la mutacién G20210A del genlal@rotrombina, por
favorecer ambos la trombosis e, indirectamente, redacir el potencial
fibrinolitico (mecanismo recientemente descrita, VAFI).

Con el fin de completar el estudio bioguimico, ultios otras variables, como
son la proteina C reactiva ultrasensible, el fdmgmo y una analitica basica con perfil
lipidico, hemograma y coagulacion.
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Disbalance hemostatico

=Niveles aumentados de Lp(a): accién proagregante

=Niveles de APC disminuidos: accién protrombética e hipofibrinolitica
=Genética y niveles aumentados de PAI-1, TAFIl y Lp(a): accién hipofibrinolitica

Generacion-progresion de la placa

=Factores de riesgo cardiovascular clasicos

=Genética y niveles aumentados de Lp(a): accién proaterogénica
=Niveles de APC disminuidos: accién proinflamatoria y proapoptética

Perfil éenético

Arteria | | Estria i Lesién ateromatosa: i Placa
normal | | grasa ! crecimiento progresivo i complicada

N |

Figura 1.8. Factores seleccionados, implicados e el crecimiento de la placa de ateroma como en
su complicacion tromboéticalLa presente tesis se centrara, especialmentep®riactores en cursiva.
Algunas caracteristicas genéticas (no modificablés)los mismos podrian mediar en su papel como
factores 0 marcadores de riesgo; para la Lp(a) ssformas de BPM, para la APC diferentes
polimorfismos de los genes de las proteinas intggsadel sistema, para el PAI-1 el polimorfismo3&/

de su gen y para el TAFI el polimorfismo C1040Ti&rae Thr325lle) de su gen. Lp(a): lipoproteing;(a
BPM: bajo peso molecular; APC: proteina C activa@l-1: inhibidor del activador del plasminégeno
tipo 1; TAFI: inhibidor de la fibrinolisis activakl por trombina. (Modificado de
www.fundacionfavaloro.org/ aterosclerosis.htm).
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1.5. FACTORES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

A continuacion se describen las caracteristicas nel@vantes de los distintos
factores estudiados dentro del sistema de la dilsis.

1.5.1. INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIP 01

El PAI-1 se considera el principal regulador déR&nolisis in vivo [50, 64],
papel que desempeiia al inhibir la activacion agedrpindgeno a plasmina.

La estructura del PAI-1 humano ha sido ampliamestediada. Se trata de una
glicoproteina de cadena Unica y 54 kDa de masacmialteque pertenece a las
serpinas, superfamilia de inhibidores de serin-proteasagufgi 1.9). Aunque se
desconoce cual es la principal fuente de produad®PRAI-1, se ha comprobado que
las células endoteliales, las células musculasas,lias plaquetas, los hepatocitos, los
fibroblastos y los adipocitos pueden producir PAB4, 65]. La sangre contiene dos
grandes reservorios de PAI-1: las plaquetas y &nph [66, 67]. Las plaquetas
constituyen la principal reserva de PAI-1 ya qued,tdtal del PAI-1 intravascular, el
90% se almacena en su interior (100-200 ng/ml dgre® mientras tan sélo el 10% se
localiza en el plasma circulante (alrededor de@@gZml) [52].

Figura 1.9. Modelo estructural de la conformaciéneda molécula del PAI-1 en estado latenteas
flechas indican regiones ¢&hoja mientras que las espirales indican dominies:<hélice (Modificado
de Tucker HM y col, 1995 [68]).
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Con frecuencia se han observado niveles anormatnaderados de PAI-1 en
condiciones de riesgo trombético aumentado, efcpkat en pacientes con trombosis
venosa profunda [69], durante la gestacion [70-Y3pn presencia de ciertas
complicaciones obstétricas, como la preeclampdi §.

En patologia arterial, un estudio prospectivo ampiostro una fuerte relacion
entre una hipofuncion fibrinolitica y la incidengasterior de cardiopatia isquémica en
hombres jévenes de raza blanca [79]. En cuants adtudios concretos centrados en
el PAI-1y la cardiopatia isquémica, cabe distingaire los que se han centrado en el
estudio de la placa de ateroma y los que han adaliel papel del PAI-1 circulante.
Respecto al primer apartado, se ha observado atoafeble, ya que parece que el
PAI-1 estimula el crecimiento de la placa y la leititm. Asi, un incremento en la
expresion de PAI-1 en los macrofagos y células olases lisas locales aumenta la
deposicion de fibrina y la migracion de células coleres lisas, fendbmenos
subyacentes en el crecimiento de la placa [80-8at. otro lado, el efecto neto
estabilizador de la placa, argumentado por algantses, se basa en la reduccion de
la activacion de las metaloproteasas de la matgarslaria a la disminucion de la
actividad plasminica por PAI-1 [80]. Sin embargoesa placa de ateroma llegara a
complicarse y romperse por mediacion de otros festoel PAI-1 acumulado se
liberaria y promocionaria la trombosis sobre swedigee, dando lugar a un sindrome
coronario agudo. Con relacion a los niveles plasogtde PAI-1, muchos estudios de
casos Y controles han demostrado la presenciaadeapacidad fibrinolitica endégena
reducida, manifestada con niveles elevados de Péd-Dacientes con cardiopatia
isquémica crénica documentada [71, 83-88]. Dadolagi@iveles elevados de PAI-1
cuantificados en la fase aguda de un infarto decaniio se mantienen altos en los
siguientes meses e incluso afios, en general reep@ajue dicho comportamiento sea
similar al de los reactantes de fase ag88a Se ha sugerido que la concentracion de
PAI-1 tiene un peso pronostico importante a ladezlos resultados de diferentes
trabajos. En algunos de ellos, el PAI-1 se congider factor predictor de un primer
infarto en poblacion sueca [90], un factor de wepgra el desarrollo de reinfarto en
sujetos jovenes [91], predictor independiente dertewe infarto no fatal en hombres
con angina de pecho [92], predictor de mortalidadpacientes no diabéticos con
infarto de miocardio precoz [93], predictor de @asrtrombadticos en general [94, 95]
y marcador de riesgo para desarrollar reestenasisiha revascularizacion coronaria
percutanea [96] o quirdrgica [97].
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La relacion causa-efecto entre un nivel elevadd’del y el desarrollo de
infarto de miocardio ha sido cuestionada por atgiadios. Argumentan que el PAI-1
podria ser exclusivamente un marcador de enfermatsdtrombdtica (aumento de
expresion de PAI-1 por un endotelio previamenteadajiy, por otro lado, sostienen
gue la presencia de otros conocidos factores dsgariecardiovascular, como
hipertrigliceridemia aislada o en el contexto deesittad y resistencia insulinica,
podrian actuar como factores de confusion, al estdacionados tanto con
concentraciones elevadas de PAI-1 como con el rd#ieade cardiopatia isquémica
[98, 99]. A pesar de estas consideraciones, hageesia experimental que sugiere que
las asociaciones epidemiolégicas previamente cadastconllevan un papel de
causalidad. Asi, una linea de ratones transgénig®s sobreexpresaban PAI-1
(consecuencia de la manipulacion de un Unico gexgeptd trombosis macrovascular
coronaria espontanea clinicamente manifestada sdarto de miocardio [100].

El gen del PAI-1 se encuentra en el cromosoma 742ipliamente se acepta
que determinados factores ambientales modulan teasscripcion (Tabla 1.4), por
una parte, y que el polimorfismo 4G/5G, localizagto su region promotora, se
correlaciona con los niveles plasméaticos de PALQL] (Figura 1.10). El alelo 4G
tiene una secuencia de cuatro guaninas y permitei¢en de una proteina activadora
de su transcripcidn perteneciente a la familia a® factores nuclearesf3. Sin
embargo, el alelo 5G contiene cinco guaninas qustitayen un lugar adicional de
union a una proteina represora. En muchos estistioka comprobado que los
portadores homocigotos del alelo 4G poseen nid#eBAI-1 mas elevados que los
homocigotos del alelo 5G, mientras que los hetgobas poseen niveles intermedios.

S

Figura 1.10. Esquema del gen del PAI-1. Modulacide los niveles de PAI-1 por el polimorfismo
4G/5G Véase texto. (Modificado de Kohler HP y col, 2486]).

25

proteina

represora baja concentracion de

Regién reguladorg: PAI-1 plasmatica

O Promomtor GGGGG

GGGG

activador
transcripciopal alta concentracion de
PAI-1 plasmatica

Transcripcién

O Exones1-9 3



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis egionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Introduccion

Factor Niveles de PAI-1 Interaccién con 4G/5G Mecanismo de accion
Polimorfis-| Aumentados con alelo 4G El alelo 5G tiene una guanina de mas,
mo 4G/5G que atenua la transcripcion del gen
Obesidad | Aumentados Sin evidencia consistente Aumento didupnidon y secrecion de
central PAI-1 por los adipocitos y por el higado

(en respuesta a las citocinas secretadas
previamente por los adipocitos)

Lipidos en [ Aumentados Interaccion triglicéridos-4G ~ VLDL-coinaenta la transcripcion y la
plasma estabilidad del ARNm de PAI-1
Insulin- Aumentados Sin evidencia La (pro)-insulina estintalla
resistencia transcripcion de PAI-1. Probablemente

también por efecto directo de la glucosa

SRAA Aumentados Datos muy limitados La angiotenBieatimula la
produccién de PAI-1

Hormonas | Asociacion negativa con Eg. Sélo datos limitados Los Eg disminuyen la sint@siPAI-1
sexuales | Sin evidencia con Pg. o bien aumentan su eliminacién
Alcohol Aumentados Sin datos Desconocido

Actividad | Disminuidos Datos limitados Por aumento de la elaién o por
fisica mejoria en el IMC y trigliceridemia
Ritmo Pico significativo de Efecto mas pronunciado en Mediado por CLIF, cuyo sitio de unién
circadiano | madrugada presencia de 4G se solapa con el polimorfismo 4G/5G
Reactantes| Aumentados Efecto mas pronunciado erias citocinas proinflamatorias estimulan
fase aguda presencia de 4G la transcripcion de PAI-1

Tabla 1.4. Resumen de los factores mas importargas determinan los niveles de PAI-PAI-1:
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo-1; WiR: acido ribonucleico mensajero; SRAA: sistema
renina-angiotensina-aldosterona; Eg: estrégenos; Bgpgestagenos; IMC: indice de masa corporal;
CLIF: cycle-like factor. (Modificado de HoekstrayTcol, 2004 [102]).
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El polimorfismo 4G/5G en la region promotora dehgeel PAI-1 ha sido
objeto de numerosos estudios relacionados conrdBopatia isquémica. Las criticas
consideraciones mencionadas previamente en cudatoetacion causa-efecto entre
los niveles de PAI-1 y el desarrollo de cardiop&tuémica no son aplicables a la
implicacién del alelo 4G en esta enfermedad. Plar, eh caso de encontrar una
asociacion significativa entre ellos (siempre ajdst para los factores de riesgo
mayores), su caracter hereditario y no modificaielenitiria establecer un vinculo de
causalidad entre la presencia del alelo 4G y @rdgo, la extension o la recurrencia
de eventos en la cardiopatia isquémica. Los remgdtancontrados en la literatura a
este respecto no son congruentes. Asi, para alguia®s, los portadores del alelo 4G
tienen un riesgo aumentado de presentar cardiopEgjiggémica [101, 103-105],
mientras que para otros no hay evidencia suficieata establecer tal asociacion [98,
106]. ElI mecanismo por el cual el genotipo 4G/4€/&lel riesgo cardiovascular ha
sido estudiado desde hace tiempo y podria estmiorhdo con mayores niveles de
PAI-1 en presencia del alelo 4G [101, 107, 108]ogo la modulacién al alza en sus
niveles ejercida por los integrantes del sindromeeasistencia insulinica [86] y la
angiotensina Il [109, 110] sobre la transcripciéhgen del PAI-1 (Tabla 1.4). Es mas,
recientemente se ha comprobado que modificaciaresatoldgicas encaminadas a
tratar estos factores (metformina y ARA Il, respeehente) son capaces de disminuir
los niveles de PAI-1, especialmente en present@ele 4G [109, 111-113].

Aunque el estudio ARIC correlacioné los nivelesRdd-1 con el grosor de la
arteria carotida [114], hasta la fecha no se hardgrado evidencia consistente que
relacione los niveles de PAI-1 con la extensiotadafectacion coronaria [115] y tan
s6lo en un estudio de 2565 sujetos sometidos a@oeografia diagndstica se encontro
una asociacién significativa entre el genotipo 4&/§ el patron angiografico
(presencia y severidad de las lesiones) [103].
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1.5.2. INHIBIDOR DE LA FIBRINOLISIS ACTIVABLE PORT ROMBINA

En 1995 se purifico y caracterizé un nuevo inhibide la fibrinolisis [59]. Se
trata de una proteina de la familia dedagboxipeptidasagjue esta involucrada en la
regulacion del balance entre coagulacion y fibréiml Aunque se ha denominado de
muchas maneras (procarboxipeptidasa U, procarluiidiasa R y procarboxipeptidasa
plasmatica B), finalmente ha recibido el nombréntiéidor de la fibrinolisis activable
por trombina (TAFI).

Esta molécula (Figura 1.11) se sintetiza en eldngaunque se cree que las
plaquetas también pueden secretarla desde-gudnulos al torrente sanguineo bajo
determinadas circunstancias de estimulacion peatdgi de esta manera, al coagulo
incipiente de su degradacién [116]. El TAFI circela forma de procarboxipeptidasa
de 401 aminoéacidos y 55 kDa, a diferencia de la cdrboxipeptidasa plasmatica, la
carboxipeptidasa N, que también se sintetiza bBifgatlo pero se libera a la circulacion
en su forma biolégicamente activa. Cuando el TAFtransforma en TAFI activado
(TAFla, dominio catalitico AE-Val*™: 309 aminoécidos y 35 kDa) durante la
coagulacion, se libera el llamado péptido de acitve(Phé-Arg®: 92 amino4cidos y
20 kDa) [117]. El TAFIa tiene una vida media de @5aminutos a 37°C [118, 119].
Aunque no se ha registrado la existencia de ubioidti endégeno del TAFI, Klement
P y col aislaron un inhibidor especifico derivadola patata, conocido conRotato
Tuber Carboxipeptidase InhibitéPTCI) [120, 121].

Figura 1.11. Modelo estructural de la conformacidte la molécula del TAFI en estado latenteos
dominios del proenzima se muestran en azul y lbsnlema en amarillo. Las distintas tonalidades
representan la estructura- o Shélice. (Tomado de Barbosa Pereira PJ y col, 2022]).
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La plasmina ejerce un doble papel en la regulad&ia actividad del TAFI.
Aunque se ha descrito que si escinde al TAFI epokicion Arg® lo convierte en
TAFla [116, 117], prevalece el efecto opuesto ya, @l actuar sobre las posiciones
Arg®®? Lys**’y Arg®®, se originan varios péptidos inactivos que adesnAsncapaces
de ser activados posteriormente [117]. El TAFladeuser inhibido por quelantes del
zinc como el EDTA y el acide-aminocaproico, entre otros [116].

Para entender el mecanismo de accion del TARrdacemos brevemente que
la cascada de la fibrinolisis se desencadena cuamii@sminégeno y el tPA se fijan en
la superficie de la fibrina parcialmente degradamencretamente sobre residuos de
aminoacidos bésicos (arginina o lisina). Pues liny como se ha comentado en
apartados previos, el TAFla elimina precisaments essiduos de lisina o arginina de
la superficie de la fibrina gracias a su actividadboxipeptidasa B. De esta manera
evita el anclaje del plasminégeno y del tPA a lbrida y, en definitiva, la
transformacion del plasminégeno en plasmina. AdenghsTAFla en grandes
concentraciones puede incluso inhibir directamaréeplasmina (Figura 1.12) [123].

plasminégeno plasmina

L fibrina S tPA ~
A, —
@ TAFla (< | TAF

A AN trombina
Lys b

&ptido de activacion

Figura 1.12. Activacién del TAFI y su accién sobta cascada de la fibrinolisisEsquema simplificado,
explicacion en el texto. En rojo, se muestran loscamismos por los que el TAFla produce
hipofibrinolisis. TAFI: inhibidor de la fibrinolig activable por trombina; TAFla: TAFI activado; Lys
lisina; Arg: arginina; tPA: activador tisular dellpsminégeno.
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La activacion del TAFI por la trombina es un pracewficaz y depende de la
cantidad de trombina generada durante la forma@booagulo. Por lo tanto, todos los
factores capaces de maodificar la generacion debir@amodularan en mayor o menor
grado la transformacion de TAFI en TAFla. El leptoceso de activacion del TAFI
puede potenciarse drasticamente (x1250 veces) esermia de niveles bajos de
trombomodulina (Figura 1.13) [116, 124].

————| COAGULACION FIBRINOLISIS }

-

Protrombina Plasmlnogeno

Wi M-

Trombina Plasmina

Fibrinégeno M Fibrina_’Iv pdf.

trombina

— +APC DTM >10nM TM<1nM f TAFla —
PC T—LPCHI c TAFI

Figura 1.13. Modulacién de la activacion del TAFI gee la proteina CExplicacién en el texto. En rojo,
inhibicién. TM: trombomodulina; PC: Proteina C; AP@roteina C activada; PCI: inhibidor de la
proteina C; TAFI: inhibidor de la fibrinolisis astable por trombina; TAFla: inhibidor de la fibrinisis
activable por trombina activado; tPA: activador ular del plasminégeno; pdf: productos de
degradacion de la fibrina (Modificado de BajzarZ)00 [124]).

La trombomodulina es una glicoproteina expresada srembrana de la célula
endotelial a la que la trombina circulante pueddrsanen proporcion 1:1
(trombina:trombomodulina). En esas condiciones u#agla actividad procoagulante
de la trombina, de forma que ya no es capaz deaadti fibrinGgeno, a los cofactores
V y VI, al factor XIll y a las plaquetas. Por aontrario, la union a la
trombomodulina aumenta la afinidad de la trombima la proteina C y acelera
extraordinariamente su activacion a APC, un potantieoagulante. La activacion del
TAFI por trombina puede ser regulada al alza o hd@a en diferentes zonas del
organismo, en funcion de las concentraciones lscig¢rombomodulina y de PCI. Se
ha descrito el papel dual de la trombomodulina @&radtivacion del TAFI y la
modulacibn de ambas acciones por el PCl. A cormgotres bajas de
trombomodulina (<1 nM)y en presencia de caleifasorece la activacion del TAFI

30



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis egionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Introduccion

mediada por el complejo trombina:trombomodulindiy @nlleva una reduccion de la
actividad fibrinolitica. Sin embargo, a concentoaeis altas de trombomodulina (>10
nM) el complejo trombina:trombomodulina tiene urectd opuesto. En estas
circunstancias predomina su efecto positivo erti@acion de la proteina C a APC, la
cual inhibe la formacion de trombina y, consecuestd#e, la cascada de la
coagulacion. Ambas acciones son inhibidas por & &€ctando a una via o0 a otra
también en funcion de la concentracion de trombartiveal (Figura 1.13) [125].

El TAFI se ha estudiado, no sélo desde el puntasia de sus niveles (niveles
de TAFI antigénico, TAFlag y niveles de TAFI func@, TAFIfc), sino también
desde el punto de vista genético (polimorfismokjeh del TAFI se ha localizado en
el cromosoma 1314 y consta de 11 exones [126Lndlg) polimorfismos localizados
en la region promotora del gen del TAFI [127, 128h polimorfismo localizado en la
region codificante del gen (C1040T) se han reladondirectamente con los niveles
plasmaticos de TAFlag. En este ultimo polimorfismlogenotipo normal (no mutado)
es el CC, pero en la forma mutada uno o dos afeleen sustituidos por alelos T
(genotipos CT o TT). Estos cambios dan como refwl@ sustitucion de una treonina
(Thr) en la posicién 325 de la variante no mutamfaym residuo de isoleucina (lle) en
la proteina mutada, de forma que los genotipos@ICy TT codifican las variantes
Thr/Thr, Thr/lle e lle/lle. La variante homocigolia/lle aumenta la vida media del
TAFI (15 minutos a 37°C) en comparacion con losttos fenotipos (8 minutos),
efecto que se cree debido a que la forma lle/lleETA&| es menos susceptible a la
degradacion habitual por plasmina que, en condisiamormales, contribuye a su
inactivacion [117]. La mayor vida media podriaificsir el aumento de los niveles de
TAFIfc observados en presencia de la variantddl@fiasta un 60% mayor) [129, 130].
Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontradmyumento definitivo para explicar
los niveles reducidos de TAFlag en presencia deatente lle/lle, si se debe a un
defecto técnico (tal y como se explica mas adélandeuna verdadera reduccion de los
niveles de TAFlag (por una menor transcripciéraduccion del ARNm ya transcrito).

Mientras que los niveles plasméticos del PAI-1 resiafluenciados
principalmente por factores medioambientales, ln®les de TAFlag estan casi
completamente determinados genéticamente [127,1B28, suelen oscilar entre 4y
15ug/ml, gozan de bastante estabilidad en cada Jijé2py parece que aumentan en
la menopausia [59].
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Algunos autores han apuntado que la via del TAFloyy mecanismos
inflamatorios estan intimamente relacionados. Rdado, Myles T y col demostraron
que el TAFla exhibia actividad antiinflamatoria ratones a través de la inactivacion
de moléculas proinflamatorias, tales como la bmadia, el factor Cb5a del
complemento y la osteopontina [133]. Este efectefigoso, trasladado al ambito de
la cardiopatia isquémica, se veria contrarrestatdmipa observacion de Wang W y
col, quienes demostraron un aumento de la activaaifibrinolitica mediada por el
TAFI en el contexto de procesos inflamatorios, tefeleletéreo desde el punto de vista
coronario [134]. Esta afirmacion se basa en el tn@ghque el residuo Thr388 de la
molécula de trombomodulina es muy sensible a ldazkbn en presencia de células
inflamatoriasin vitro. La oxidacion de este residuo reduce un 90% [aieifdad con la
gue la trombomodulina es capaz de mediar la adhvate la proteina C a APC y, sin
embargo, no afecta a la efectividad con la quevac TAFI, disminuyendo la
actividad fibrinolitica total [134]. A la luz detes hallazgos, se ha especulado que éste
podria ser uno de los mecanismos por los que uneatabinflamatorio rompe el
equilibrio entre el depésito y la degradacion digoiana a favor de la trombosis [135].
Este nexo de union entre la inflamacion, la trombdutina y el TAFI explicaria la
correlacion positiva entre los niveles de TAFlIfcley proteina C reactiva que
encontraron Silveira A y col, si bien hay que demtaque fue una correlacion débil
(r=0,291, p=0,031) en el grupo de controles y gjmificacion estadistica en los
pacientes [136]. Esta interrelacién podria explm@as observaciones realizadas por
distintos grupos de trabajo que demostraron un atmue los niveles de TAFlag y
TAFIfc en los sujetos en dialisis peritoneal [13iiyeles elevados de TAFIfc en
pacientes con nefropatia diabética en hemodifli3g] y niveles elevados de TAFlag
y TAFIfc en diabéticos tipo 2 [139], ya que en tedstos casos subyace un estado
proinflamatorio que, a través del dafio endoteli@lval sistémico y glomerular, puede
desencadenar secundariamente las cascadas dguéacam y la fibrinolisis [140]. La
posibilidad de que el incremento de los nivele3AEI sea consecuencia de secrecion
directa desde células endoteliales sélo se sustania observacion de Hori Y y col,
quienes demostraron la expresion de TAdrlvitro (en Human Umbilical Vein
Endothelial CellsHUVECS), ya que hasta la fecha no se ha demosagulusibilidad
de que las células endotelialevivo puedan sintetizarlo [139].

Se han descrito diversos métodos para cuantificaniveles de TAFI, algunos
utilizando ELISAs comerciales, otros basadostécnicas amidoliticas utilizando
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sustratos cromogénicos. En ambos casos, pero @specie en el caso del ELISA, se
ha comprobado que los niveles de TAFI se relaciatig@ttamente con el genotipo
[119]. La presencia de niveles reducidos de TAFpacientes con la variante lle/lle
podria obedecer a una verdadera disminucion emigekes (menor transcripcion o
traduccion o mayor tasa de eliminacion, por ejeinpla un defecto técnico en el que
los anticuerpos utilizados exhibieran una menatngdad para reconocer el TAFI de
los sujetos portadores de dicho fenotipo [141]. ltésnicas descritas para la
cuantificacion del TAFIfc tampoco estan libres id@thciones. Los métodos puestos a
punto se basan en cuantificar la cantidad de TAfél puede ser activado vitro.
Hasta ahora no se ha descrito una técnica capezattificar el TAFla circulante
vivo, en parte debido a su corta vida media, y tampsquosible medir el TAFla una
vez inactivado. Actualmente, se estan desarrollédciticas que permitan cuantificar
la concentracion del péptido de activacion cirdéaoon el objetivo de aproximarnos
al verdadero valor de TAFIfc generado en humanos

Se ha estudiado el papel del TAFI en el contextdeterminadas patologias.
Asi, se han encontrado niveles elevados de TARigraeientes con trombosis venosa
profunda [142] y niveles reducidos de TAFlag y dAFIfc en pacientes con
coagulacion intravascular diseminada en los questeexiun ambiente de
hipercoagulabilidad e hiperfibrinolisis [143]. Emfermedades con manifestaciones
hemorragicas como la hemofilia A y B, los niveles @AFI se encontraron
disminuidos [144] y los parametros de hiperfibrigsislse normalizaron con la adicion
de factor VIII, TAFI o trombomodulina [145].

Con relacion al papel del TAFI en cardiopatia isgigé crénica, merece la
pena destacar las siguientes observaciones. Eangegicon cardiopatia isquémica
documentada se ha comprobado la presencia de bnipofisis y concentraciones
aumentadas de TAFIfc [136]. Los llamados factoresiesgo cardiovascular clasicos
no parecen influir en los niveles de TAFIfc [146}en los de TAFlag [131, 147]. En
un estudio de casos y controles, la presencia \ideni elevados de TAFlag (por
encima del percentil 90%) fue mayor en el grupdrogrpor lo que se sugirié que el
TAFlag era protector desde el punto de vista coro@R 0,55 con p<0,02) [147]. En

' Subcomité del Comité cientifico de estandarizac2i03-2004 de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasiatfp://www.med.unc.edu/isth/SSC/04sscminutes/@ddilysis. htm).
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oposicion a estos resultados, un estudio posteoar disefio prospectivo (estudio
PRIME) demostré con mayor solidez estadistica guarésencia de niveles elevados
de TAFlag incrementaba el riesgo de desarrollamange pecho en la evolucion a 5
afos (x10, en el caso de los sujetos en el temylom [148]. Morange PE y col
elucubraron que, aunque un nivel plasméatico elevado TAFI provocaria
hipofibrinolisis, un nivel de TAFIfc elevado locadido intraplaca podria disminuir la
generacion de plasmina y la consecuente activai@dlas metaloproteasas. Asi, el
efecto de una concentracion elevada de TAFIfc el sigtémico seria deletérea desde
el punto de vista coronario pero a nivel localaptaca favoreceria la estabilidad de la
misma y seria beneficiosa desde el punto de wstanario [148]. Sin embargo, hasta
la fecha no se han publicado trabajos que hayandiadb directamente las
concentraciones de TAFI en las placas de ateromm.discrepancias acerca de los
niveles de TAFlag podrian explicarse por probletéanicos en la cuantificacion del
TAFlag relacionados con el genotipo, tal y comdhaecomentado antes, o por una
diferente distribucién del polimorfismo C1040T. 8egeste Ultimo supuesto, si los
sujetos con genotipo TT, o variante lle/lle, prémemiveles menores de TAFlag y
mayores de TAFIfc, su mayor prevalencia en pacent: cardiopatia isquémica
justificaria la presencia de niveles discordaneJ AF| en este grupo. Sin embargo,
Morange PE y col no encontraron diferencias eridtuiloicion de este polimorfismo
entre casos y controles [149]. En cuanto a laidglaentre los niveles de TAFlag y la
evolucion clinica, Brouwers GJ y col encontraroa aoarrelacion positiva con el grado
de refractariedad al tratamiento médico de la andipecho [150].

El analisis de otros polimorfismos del gen del TA® arrojado resultados
contradictorios. Asi, Juhan-Vague | y col analimaebpolimorfismo Alal47Thr en un
estudio de casos (infarto de miocardio) y conty@asontrando una mayor prevalencia
del alelo Thr en el grupo de controles [147], mntque Morange P y col
demostraron que la variante Thr/Thr de este misolnprfismo incrementaba 2,7
veces (IC 95% 1,2-5,8) el riesgo de desarrollamande pecho a 5 afos [148].

Finalmente, algunos autores han centrado recientemsu actividad
investigadora en identificar inhibidores del TAFarg ser aplicados de forma
coadyuvante al tratamiento trombolitico. De estaeare podrian potenciar la acciéon
del tromboliticos permitiendo asi la administragi@dosis menores con menor tasa de
efectos secundarios [119, 151, 152].

34



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis egionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Introduccion

1.6. LIPOPROTEINA (a)

En relacién con los lipidos y el sistema fibrirotit se puede sefalar a la Lp(a)
como nexo de unidn entre arteriosclerosis, inflaomag trombosis debido, por una
parte, a su accidn proaterogénica y proinflamatgrigoor otra, a su actividad
hipofibrinolitica que secundariamente promocionadmbosis.

La Lp(a) fue identificada por Berg K a principios lbds afios 60 [153]. Se trata
de una lipoproteina de baja densidad (LDL) en la lguapolipoproteina B100 se
encuentra unida a una glicoproteina de un tamafjovamiable, apo(a), codificada en
el brazo largo del cromosoma 6 [154]. Al igual dmenolécula del plasmindgeno, la
apo(a) estad formada por dominios cataliticos y esstas de 80 a 90 aminoéacidos,
llamadoskringles de los que se han descrito distintos tipos (Bigut4). La sintesis
de Lp(a) es fundamentalmente hepatica y su comwédrr plasmatica en poblacion
general es muy variable y no sigue una distribuciérmal, sino que se encuentra
sesgada hacia los valores mas bajos. Se han ddsasith 34 isoformas de apo(a) en
funcion de su movilidad en un gel de electroforgais pueden agruparse en isoformas
de bajo (B, S1y S2) y alto (S3, S4, S5) peso mitde¢155].

) —Apo(a) @ Kringle IV, tipo 1
= Apo B . .
mﬂ / Kringle 1V, tipo 2
() Kringle 1V, tipos 3-10

Kringle V

B3 Proteasa

O Sitio de unién para el
receptor de LDL

Figura 1.14. Dibujo esquematico de la molécula dg@(h). Apo: apolipoproteina. (Modificado de
Berglund L y col, 2004 [156]).

El nimero de copias del tipo 2 del kringle IV caditias en el cromosoma 6
condiciona el tamafio final de la apo(a) y, ashae descrito diferentes isoformas de
apo(a) con una masa molecular que oscila entreyZBID kDa [157]. A su vez, el
namero de copias del tipo 2 del kringle IV paregadicionar los niveles plasmaticos
de Lp(a) de forma que, en presencia de un menoemide copias y un menor tamafio
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de apo(a) muchos autores han observado mayoresntawones de Lp(a) [155, 158,
159]. En virtud de las leyes de la genética, uatsypodria heredar un cromosoma 6
gue codificara una isoforma de bajo peso molegutdro que codificara una isoforma
de alto peso molecular, dos de alto peso moleoutlrs de bajo peso molecular. Para
simplificar el estudio de las isoformas de Lp(@3,trabajos publicados han agrupado a
los sujetos estudiados basandose en la isofgmadominanteen cada caso. Se
entiende por isoforma predominante aquella con magpresentacion en una
electroforesis, pues el grosor de la banda es taimente proporcional a su
concentracion. Por otro lado, independientemente tal@afio de la apo(a), la
concentracion plasmatica de la Lp(a) parece esgfaramente influida por factores
raciales pues, en general, su nivel es mayor extosupe raza negra [160]. Para
analizar la actividad hipofibrinolitica y proateésgca de la Lp(a) se han estudiado sus
niveles tanto de forma continua como discretadrestomizar esta variable tomando
como punto de corte de 30 mg/dl, siendo deletén@as mayor hipofibrinolisis y
proaterogénesis) las concentraciones superiogaaafras [161-163].

La accion protrombotica de la Lp(a) es el resulttalito de su actividad
proagregante, comentada anteriormente [38], e ibipudlitica, tal y como se
desarrolla a continuacion. En un estudio con ratdragmsgenicos, Palabrica TM y col
demostraron una disminucion de la actividad fildfiiea in vivo mediada por los
niveles de Lp(a) [164]. Extrapolando estos resokade ha sugerido que la Lp(a)
puede inhibir la actividad fibrinolitican vivoy por tanto contribuir al desarrollo de
fendmenos tromboticos. Una primera via por la gugpl(a) produce hipofibrinolisis se
comprobadin vitro mediante estudios en cultivos de células endtsslian los que se
vio que la Lp(a) estimulaba la expresion de PALG5]. En el segundo mecanismo
descrito juega un papel fundamental la importanéitid existente entre los CADNs
de la apo(a) y el plasmindgeno [166], que se tm@dumcuna estructura proteica similar
para ambos. Como consecuencia de este parecidotesdl, la Lp(a) compite con el
plasmindégeno para unirse a la fibrina y, por lotdapuede inhibir la fibrinolisis
fisiologica y promocionar la trombosis [167-169].

El potencial hipofibrinolitico de la Lp(a) no esrhogéneo [170, 171]. Se cree
que la variabilidad en la actividad fibrinolitica plasmas con altos niveles de Lp(a)
podria deberse, al menos en parte, a la preseadiifatentes isoformas de apo(a),
cada una de ellas con un potencial antifiitino distinto. En sujetos con niveles
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similares de Lp(a), la capacidad inhibitoria serelaciona con la concentracion
relativa de la isoforma de bajo peso molecular. Rortanto, el potencial
antifibrinolitico de la Lp(a) parece depender tatola concentracion plasmatica de
Lp(a) como de la concentracion relativa de isofara bajo peso molecular [172-
176].

Aungue se ha indicado que el aumento de los nideldg(a) (analizada tanto
de forma continua como dicotémica) constituye whofade riesgo independiente para
la aterotrombosis [167, 170, 177-179], el mecani§eiopatoldgico subyacente no se
ha definido completamente y en la actualidad nestedia rutinariamente ni en los
pacientes con cardiopatia isquémica reconocidan ha g@poblacion general. Algunos
autores atribuyen a la Lp(a) un papel relevantelerrecimiento de la placa y han
apuntado que su concentracién es mucho mayor guideas de ateroma inestables
gue en las estables, pues favorece la oxidacidasdeoléculas de LDL, fomenta el
crecimiento de las células musculares lisas y sleeddulas espumosas vitro y la
expresion de moléculas de adhesion en la supeeindetelial [180-183]. En parte, la
actividad proaterogénica de la Lp(a) parece essdacionada con su efecto
proinflamatorio, descrito por Buechler C y col ydiaelo por un incremento en la
produccion monocitaria de interleucingi84].

Ya en el capitulo de la aterotrombosis coronalimetaandlisis de Danesh Jy
col reafirmo el papel de la Lp(a) como factor @sgpo cardiovascular [185], a pesar de
los resultados contradictorios de diferentes essudie cohortes previos. El incremento
del riesgo aterogénico mediado por los nivelesp{a)Lno ha sido homogéneo. Asi, en
ocasiones ha sido continuo, otras sinergisticanwmee| colesterol-LDL [161] [186]

0 sblo en asociacion a las isoformas de apo(apfedeso molecular [187]. De los
resultados mas recientes, interesa destacar ajdrdé Rifai N y col en el que, tanto la
presencia de isoformas de bajo peso molecular ¢ampresencia de niveles elevados
de Lp(a), predecian el riesgo de desarrollar ardgrn@echo en 5 afos en sujetos sanos,
aunque la primera con mayor fuerza y grado de en#gncia [186]. En otros estudios,
esta relacion entre el riesgo cardiovascular yamlafio de la apo(a) fue desigual en
funcion del sexo, siendo menos concluyente erdralgeres [178].

La relacion entre las concentraciones séricas a)ly la severidad de la
afectacion coronaria en las angiografias fue emfladen pacientes con situacion clinica
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inestable (infarto agudo de miocardio y anginatai#e) [188-191]. Si bien se acepta
qgue los niveles de Lp(a) estan genéticamente detdos, algunos autores han
apuntado que existe cierta variabilidad al alzaresencia de un proceso inflamatorio
actuando, en cierto modo, como un reactante detpasta [188-190]. Por este motivo,
se prefiere realizar su estudio en situacion @ieitable (infarto de miocardio crénico
y angina estable). En este contexto, los estudieshgn analizado la posible relacion
entre niveles elevados de Lp(a) y una mayor exiardel fenomeno aterotrombotico
coronario han sido discordantes. Asi, algunos Estueincontraron una asociacion
significativa entre las concentraciones de Lp(alyseveridad de la enfermedad
coronaria (en un grupo solo de hombres y la mayoaigores de 50 afios) [192, 193],
otros solo encontraron una débil tendencia posdinasignificacion estadistica [194],
mientras que otros trabajos no encontraron reladguma [195]. Por otra parte, se han
publicado resultados discrepantes acerca del pakencial de las isoformas de bajo
peso molecular para identificar sujetos con atemdbosis coronaria difusa,
encontrandose en algunos trabajos una asociacsitivpg196, 197], pero no en otros
[198].

El motivo por el cual la cuantificacion de la Lpf&) se ha trasladado a la esfera
clinica es, en parte, por la falta de tratamiemtggecificos, como serian la terapia
génica para modificar la expresion de las isoforgiasla medidas encaminadas a
disminuir sus niveles plasmaticos. En cuanto ah@rd, no existen trabajos en la
literatura en este campo y, en cuanto al segundwua se han probado diferentes
opciones terapéuticas, todas ellas han tenidoosfecintradictorios o muy limitados.
De hecho, la Unica medida realmente eficaz es daesi6 que, con todos los
inconvenientes y gastos que conlleva, es caparsaendir la concentracion de Lp(a)
hasta un 50% [199]. Las dietas y la pérdida de pasden disminuir discretamente el
nivel de Lp(a). En cuanto a los farmacos estudiadeshan observado modestas
disminuciones de los niveles de Lp(a) con aspittaato in vitro, reduciendo la
transcripcion del gen de la apo(a) en hepatocitmeaimos [200], comdn vivo, en
sujetos sanos antiagregados con aspirina [20&phratamiento hormonal sustitutivo
(in viva, en mujeres menopausicas [202] ). Otros estudiakzaron el efecto de la
niacina [203], la L-carnitina [204] o el acido agméo con L-lisina [205] para reducir
los niveles de Lp(a), sin resultados demasiadanigifis. Las estatinas han tenido
efectos contradictorios en los niveles de Lp(ahentandolos en unos estudios [206] o
disminuyéndolos en otros [207].
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1.7. FACTORES DEL SISTEMA DE LA COAGULACION

A continuacion se describen las caracteristicas nel@vantes de los distintos
factores estudiados dentro del sistema de la caegul

1.7.1. SISTEMA DE LA PROTEINA C

La proteina C activada (APC) es el enzima biokmiente activo derivado de la
proteina C y uno de los factores mas importantes ighiben la cascada de la
coagulacion sanguinea. Los niveles plasmaticos BFIE Peflejan la activacion del
sistema de la proteina i@ vivo. En la activacion de la proteina C participan otra
proteinas como la trombina, la trombomodulina YEBICR (véase mas adelante).
Alteraciones cuantitativas o cualitativas en cualgude los integrantes del sistema de
activacion de la proteina C pueden repercutir tdireente en la velocidad de
activacion de la proteina C y, por tanto, en lesles de APC circulante.

La APC exhibe su actividad anticoagulante a paf#irla activacion de su
zimogeno, la proteina C, por el complejo trombmaibomodulina en la superficie de
la célula endotelial, plaquetas y monocitos [28]2Cuando el EPCR se une a su
ligando es capaz de aumentar cerca de 20 vecasalalé activacion de la proteina C
mediada por el complejo trombina:trombomodulingFa 1.15) [209].

888  \embrana externa de célula endotelial

Figura 1.15. Esquema del proceso de activacion a@ioteina C La unién de la lla a la TM produce un
cambio conformacional del enzima que permite lad@gmctivacion de la PC a APC. La union previa de |
PC al EPCR acelera ain mas esta activacion genessm@PC de forma mas efectiva. La PS libre, cafacto
de la APC, la disocia del EPCR v, asi, la APC dante puede exhibir su actividad anticoagulante CRP
receptor endotelial de al proteina C; PC: protei@alla: trombina; TM: trombomodulina; APC: proteina
activada; PS: proteina S. (Tomado de Espafia F ,y26415 [28]).
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En general, los enzimas proteoliticos generadosaecirculacion sanguinea
tienen una vida media de segundos. Una excepcianARC, cuya vida media es de
alrededor de 10 minutos [210]. La lenta inactivacite la APC le permite circular
durante un tiempo relativamente largo, duranteial se desplaza hasta los complejos
de la coagulacién que median el paso final de Xaay Xle protrombina a trombina.
Ambos se encuentran situados sobre las supeffisfedipidicas procoagulantes de las
células y al ser inactivados por la APC se evitprigpagacion de la coagulacion.
Asimismo, esta lenta inactivacion permite a la A@@ida al EPCR intervenir en
procesos de sefalizacion celular.

Aunqgue los principales inhibidores de la APC sbR@I y la a;-antitripsina
[211], en un segundo orden de importancia debarseitambién la,-macroglobulina
[211], laos-antiplasmina y el bloqueo de la proteina S pfiagimento C4b-BP.

La antitrombina y el PCl pueden inactivar a la tooma unida a la
trombomodulina a una velocidad 20 veces mayor gleeteombina libre [212]. La
trombina inhibida se disocia rapidamente de la b@modulina y abandona la
superficie endotelial. Por lo tanto, al cesar laegacion de trombina, el complejo de
activacion de la proteina C deja rapidamente dergemPAPC. Tal y como se ha
comentado previamente, el PCI también puede acpmcialmente como
profibrinolitico disminuyendo la activacion del TAR TAFla (Figura 1.13) [145],
efecto que no acaba de comenzar su actividadbaumdflitica derivada de su accion
inhibitoria sobre los activadores fibrinoliticos AIB/ tPA [56-58]. Todos estos
mecanismos, fisiopatolégicamente desfavorablesedetgunto de vista coronario,
podrian justificar los resultados de Carroll VA ¢l,cquienes encontraron niveles
elevados de PCI en plasma de pacientes con imfanaocardio [213].

La az-antitripsina es un inhibidor tipo serpina que lghial factor Xla, a la
plasminay a la APC [211].

La a,-macroglobulina es un inhibidor de reaccién lentdeyamplio espectro,
capaz de inactivar a la mayor parte de los factdeeta coagulacion vy fibrinolisis
activados, a metaloproteasas de la matriz extlacela enzimas bacterianos vy
proteasas de leucocitos. bamacroglobulina es una globulina de alto peso nutdec
formada por cuatro subunidades iguales que actdante un mecanismo diferente al
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de los inhibidores tipo serpina. Su mecanismo @&aaces similar al de una jaula
donde el enzima queda fisicamente atrapado. Emenpermanece funcionalmente
activo frente a pequefios sustratos capaces desdrdedarrotes de la jaulapero no
asi frente a las grandes moléculas proteicas qususcsustratos fisioldgicos.

Otro mecanismo regulador del sistema anticoaguldeté&a proteina C es el
blogueo de la proteina S. Existen dos formas miaezside proteina S circulantes en
plasma: en forma libre y unida reversiblemente@dteina reguladora del sistema del
complemento C4b-BP, englobada dentro de los rdastale fase aguda [214]. Sin
embargo, Unicamente la forma libre de la proteingc&ca del 40% de la
concentracion plasmatica total) presenta activat@tcoagulante como cofactor de la
APC [215]. Durante los procesos inflamatorios, elstico incremento en la
concentracion de C4b-BP desplaza el equilibrio thabiy hace que, por un lado
aumente el complejo PS:C4b-BP vy, por otro, que idigya significativamente la
concentracion de la proteina S libre. En consecaese ve reducida la actividad
anticoagulante de la proteina S como cofactor d&P& y se favorece, en ultimo
término, la aparicion de fenomenos trombdéticos {226].

La actividad anticoagulante, profibrinolitica, amftamatoria y antiapoptotica
de la APC se resumen en la Tabla 1.5 (desarratipleto en la referencia 23).

Actividad de APC Aclaracion

Anticoagulante La APC circulante, unida a su cofactor, la proté&nanhibe a los factores Va y
Vllla, reduciendo asi la generacion de Xa y dmbina y, finalmente, el paso de
fibrinégeno a fibrina.

Profibrinolitica Reduce los niveles de inhibidores de la fibrinslisdmo son el PAI-1 y TAFla.
En animales aumenta la liberacién del activadoplsiminégeno.
Antiinflamatoria Disminuye la produccion de citocinas proinflamaeriy la migracion de
leucocitos. En modelos animales, la APC disminogeeifectos inflamatorios de
toxina de E. Coli. En fendmenos inflamatorios, @whanto de C4B disminuye la
disponibilidad de PS libre, asi se genera menos YAREfavorece la trombosis.
Antiapoptotica Accion mediada por EPCR y PAR-1. Disminuye la esigre de los genes
proapoptoticos Bcl2 y p53.

Tabla 1.5. Resumen de las acciones fisiolégicasdal@&PC. Tal y como se observa en la tabla, todas
estas acciones serian beneficiosas para evitartmsar tanto el fenémeno aterotrombotico crénico
como sus complicaciones agudas. APC: proteina @a#; EPCR: receptor endotelial de la proteina
C; PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgetipo 1; PAR-1: receptor activado por proteasa tipo
1; TAFla: inhibidor de la fibrinolisis activable pdrombina activado.
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Se sabe que la APC es uno de los principales durds de la coagulacion.
Para exhibir su actividad anticoagulante la APCedibociarse del EPCR gracias a la
mediacion de su cofactor, la proteina S [215], p0és de esta manera puede inactivar
a los factores Vllla y Va. Ambos factores son esges para la activacion de los
factores X y Il, respectivamente, por lo que swetimacion reduce o imposibilita la
activacion de la protrombina. Este mecanismo exdlic resultados obtenidos por
distintos trabajos, en los que deficiencias cuatitds o cualitativas de proteina C y
proteina S, o respuestas insuficientes a la APRaseisto relacionadas con un mayor
riesgo de trombosis venosa [221, 222]. De hechieglecias aisladas de proteina C,
proteina S y la mutacion factor V Leiden en comguitdn cuenta de mas del 50% de
los casos de trombofilia familiar [223]. Tambiénreedemostrado la asociacion entre
niveles disminuidos de APC y un mayor riesgo denbasis venosa [224], e incluso se
ha sugerido que esta condiciébn podria contribuiesthdo de hipercoagulabilidad
observado en ciertas patologias, como son la eeflzin de Behcget [225] y la
insuficiencia renal crénica [226)].

Otras facetas de la APC la relacionan directameate la fibrinolisis. Asi,
puesto que se ha comprobado que la plasmina petdara la proteina @ vitro
[227], la cascada de la fibrinolisis promueve stdmgamente un efecto anticoagulante
mediado por la APC. Reciprocamente, la APC posiedaal profibrinolitica a través
de varias vias. Se sabe que la APC reduce losridel PAI-1 [228-230], aumenta la
liberacion del tPA en perros [231] y, ademas, @azale modular a la baja la via del
TAFI. Esta afirmacién se sustenta en la observad®mue una disminucion de la
formacion de trombina reduciria secundariamengetizacion del TAFI mediada por
esa misma trombina.

La APC ha demostrado tener actividad antiinflanmatd?or un lado, al inhibir
la produccion de trombina contrarresta las propiesigroinflamatorias de ésta [232].
Por otra parte, la APC goza también de actividdihfiamatoria por si misma. Esta
afirmacion se basa en modelos animales de sepsi®xioas deEscherichia colien
los que se comprobd como la administracion de AW@L@a el efecto letal de las
toxinas y mejoraba la evolucion clinica [233]. lRargue este efecto antiinflamatorio
es dependiente del EPCR [234] y que radica enpacodad de la APC para inhibir la
produccion de citocinas (factor de necrosis tunmrlinterleucina ) por las células
inflamatorias [235, 236], asi como para dinmi la activacion y migracion de
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leucocitos a la zona dafada [237, 238]. Otros jwak@an sugerido que la actividad
antiinflamatoria de la APC puede también estar atdipor una reduccion en la
expresion de las subunidades p50 y p52 del facteark3 [239, 240], tan estudiado
tltimamente en relacion con el fendmeno inflamat(ffigura 1.16).

Factor Villa

PAI-1

Factor Va

Infeccion bacteri
virica, flingica o

parasitaria o T
endotoxina ‘o
Inhib|C|on

/" Inactivacion
Evita la

Trombina activacion ¥

_L _., Inhibicién de
TAFI la fibrinolisis

Respuesta
antiinflamatoria Respuesta Respuesta
antitrombotica profibrinolitica

Figura 1.16. Esquema de las acciones fisiologicasld APC Se resumen la actividad antiinflamatoria,
antitrombdética y profibrinolitica. APC: proteina &ctivada; Vllla: factor VIl activado; Va: factor V
activado; PAI-1: inhibidor del activador del plasndigeno tipo 1; IL: interleucina; TNF: factor de
necrosis tumoral; TAFI: inhibidor de la fibrinolisiactivable por trombina. (Modificado de Bernard GR
y col, 2002 [241]).

Una vez instaurado el proceso inflamatorio se dskma un circulo vicioso
entre inflamacién y coagulacion, pues la inflamac&stimula la coagulacién (al
aumentar la produccion endotelial de factor tisustor de von Willebrand y PAI-1,
al precipitar la liberacién de reactantesade faguda como el fibrindgeno y el factor
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VIII y al liberarse distintas citocinas que, poeraplo, disminuyen la expresion de
EPCR y de trombomodulina responsables de una mgeweracion de APC) y
simultaneamente la coagulacion estimula la infladmda través de la accion
proinflamatoria de la trombina, de los factores X&/lla y de los productos de
degradacion de la fibrina) [242].

Tal y como se ha comentado, la APC exhibe unaidativantiapoptética al
inhibir la apoptosis mediada por staurosporina][28&ra que se manifieste este efecto
es necesaria la participacion de los receptordéas A®C, como son el receptor tipo 1
activado por proteasas (PAR-1) y el EPCR quienlejaa a la APC, permiten la
modulacion de la expresion de genes relacionadotacapoptosis, como son el Bcl-2
y la proteina p53 [243, 244]. En modelos animalasadministracion de APC
disminuy6 el dafio cerebral del ictus isquémico iggeaal bloqueo de la apoptosis
mediado por staurosporina y N-metil-aspartato [24%}. Estos resultados han abierto
atractivas expectativas para su empleo futuro trateimiento de mdaltiples patologias.

Aungue la implicacion del sistema de la proteinenGa trombosis venosa ha
sido confirmada en diferentes trabajos, tal y caaoha expuesto anteriormente,
todavia no se han determinado los mecanismos disilfigicos que explican el papel
de la APC en la trombosis arterial. Con todo, e grupos de trabajo han
documentado evidencias que apoyan el papel protetsistema de la APC para el
desarrollo de trombosis arteriales. Por ejempltasebjetivado cémo el bloqueo de la
activacion de la proteina C puede empeorar el daimcardico en disefos
experimentales con corazones porcinos [248]. Sirbaego, en otros disefios
experimentales con animales, Hahn Ra y col no deamos una reduccion
significativa en el area del infarto de miocardige gprovocaban en perros a los que
simultaneamente se les perfundia APC [249]. A pdsaesta Ultima observacion, hay
evidencias que refuerzan el vinculo entre nivelgesbde APC y la aterotrombosis
arterial coronaria. Asi, la presencia de un autoaetpo dirigido contra el sitio de
union de la proteina C para la trombina humanauealo su activacion mediada por el
complejo trombina:trombomodulina y clinicamente as®cié con el desarrollo de
trombosis arterial espontanea recurrente [250]. & parte, se ha descrito la
presencia de un inhibidor de la APC que provocaxaresion del fenotipo APC-
resistente y que también se manifiesta con trommbmdiensas, tanto venosas como

arteriales [251].
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En un estudio poblacional se encontré una asociagidual y directa entre la
resistencia a la accion de la APC y el desarrafiaaderiosclerosis [252] y, en otro
estudio prospectivo, unos niveles reducidos despmatC funcional fueron predictores
de eventos coronarios en la evolucion en supentesede un primer infarto de
miocardio [253]. Tal y como han comentado algunasoras, las deficiencias
hereditarias de proteina C también podrian cortrisgda aparicion de infarto de
miocardio a edad precoz [254-256].

Sakamoto T y col demostraron en un modelo canigolg@dministracion de
APC evitaba la reoclusion coronaria tras el traggwai convencional con trombolisis y
sugirieron la posibilidad futura de poder utilizZ#C como tratamiento coadyuvante
con la trombolisis en el tratamiento de los pae®mon infarto agudo de miocardio
[257]. Paraddjicamente, mas tarde, algunos de estostigmdores observaron la
presencia de niveles mayores de APC en aquelloentes en quienes fallo la
trombolisis. En ellos, la formacion de trombinansantuvo activa, apenas inalterada
por la trombolisis. Posiblemente, a pesar del atonem su generacion, la APC propia
de cada paciente no pudo contrarrestar la rapidaatoon de fibrina [258]. Muy
interesantes fueron las conclusiones de Strandbgrgol, quienes apuntaron que la
cuantificacion del complejo que forman la APC Yy ishibidor, el PCI, permitia
identificar a los pacientes con sindrome coronagado sin elevacion inicial de
marcadores de lesibn que posteriormente si presentarva tipica de necrosis
miocardica [259]. Sin duda, la aplicabilidad clanien este sentido de la cuantificacion
de APC seria de inestimable ayuda en los sendeiasgencias de cualquier hospital.

Finalmente, interesa destacar que algunos esthdiosugerido que diferentes
mutaciones en los genes de la trombomodulina yRECHE pueden favorecer el
desarrollo de trombosis arteriales [260, 261]. Ealidad, la mayoria de estas
mutaciones ocasionarian modulaciones de la adfivida estas proteinas que,
secundariamente, reducirian la generacion o ladarfmal de la APC. Sin embargo,
la APC no se cuantificé en ninguno de ellos.
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1.7.2. FACTOR V LEIDEN

En 1993 se publicé el primer caso de factor V ressie a la degradacion por la
APC [221]. Poco después se tipifico la mutacioryaabnte en la mayoria de los casos
(G1691A), que corresponde a la sustitucidon Arg5@6gique origina un factor V
mutado, conocido como factor V Leiden [222]. Suvphkencia en nuestro entorno es
del 1,5% [262], aunque presenta una enorme vadabilcon relacion al area
geogréfica estudiada. Asi, en Europa oscila delbbP%86 [263]. Dado que la accion
fisiolégica de este factor es procoagulante, lagmeia de un factor Va que no puede
ser inactivado por su inhibidor natural (la APChlteva una exacerbacion de la
cascada de la coagulacion con tendencia al ddeadel trombosis. Ademas de
promocionar la trombosis, el factor V Leiden puedebir la fibrinolisis en modelos
animales, y se cree que dicha accion podria estdiada por un aumento en la
generacion de TAFla secundario al incremento eprdéaluccion de trombina en
presencia de dicha mutacidn genética [264]. Numsrestudios han comprobado que,
junto con la mutacion G20210A del gen de la probiom, es el factor genético de
riesgo mas importante para desarrollar trombosissee [265, 266]. Sin embargo, los
esfuerzos dirigidos a esclarecer su vinculacionetanfarto de miocardio y el ictus
isquémico han arrojado resultados contradictopos]o que, de momento, su papel en
el &mbito de la trombosis arterial sigue siendo ingagnita [267-270]. Finalmente,
dos situaciones parecen potenciar el riesgo deatonfde miocardio en sujetos
portadores del factor V Leiden: su asociacion ladaismo [271] y su combinacion
con la mutacion G20210A del gen de la protrombli$. [

1.7.3. MUTACION G20210A DEL GEN DE LA PROTROMBINA

Tres afios después del descubrimiento del factoreieh, Poort SR y col
describieron otra mutacion protrombdética, estaereel gen de la protrombina, que fue
tipificada como G20210A [272]. Al igual que suceste la prevalencia del factor V
Leiden, la prevalencia de la mutacion G20210A depratrombina es altamente
dependiente del area geografica estudiada. Enrawegbrno, se ha cifrado alrededor
del 3% [262]. En este caso, la sustitucion de otaalsmse (guanina por adenina) en la
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posicion 20210 de la region 3’ no traducida del derla protrombina se asocia con
mayores niveles plasmaticos de protrombina, quéigas el aumento del riesgo de
trombosis venosa observado en los portadores a@enesacion. Esa hipertrombinemia
podria explicar, segun Colucci M y col [273], umeanto en la activacion del TAFI en
pacientes portadores de esta mutacion y, en carsgay ocasionaria un efecto
hipofibrinolitico similar al comentado para el factv Leiden y que justificaria, al
menos en parte, la tendencia protrombaética obsemadstos pacientes. Sin embargo,
tal y como se ha apuntado previamente, hasta lmfeo se ha comprobado su
implicacién en fendmenos tromboticos arterigft, 275]en general, ni coronarios
[276, 277] en particular, ni siquiera en sujetogefes [278], aunque de nuevo, su
asociacion al tabaquismo [271] y al factor V Leidf8] podrian potenciar
significativamente su asociacion al riesgo de padec infarto de miocardio.
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1.8. OTROS FACTORES

1.8. 1. PROTEINA C REACTIVA

El fendmeno inflamatorio esta implicado en todasfases de la aterotrombosis y
constituye un nexo de union entre el proceso dendoion de la placa y su
inestabilizacion (ruptura y formacion de tromboseperficie). La proteina C reactiva
esta formada por 5 subunidades de 23 kDa. Se endéiiro de los reactantes de fase
aguda que expresan la respuesta sistémica antguiemalnoxa infecciosa o
inflamatoria y, en particular, en el contexto deterotrombosis es producida por las
células musculares lisas de las arterias enfer@¥8.[La proteina C reactiva puede
ser causa del fendmeno aterotrombdético (bien powrar directamente el endotelio y
ocasionar disfuncién endotelial [279] o por aumelatdiberacion del factor tisular por
parte de los monocitos [280]), o ser simplemente agnsecuencia de este fenomeno,
un marcador de inflamacién en el contexto de defumendotelial producida por otros
mecanismos. Actualmente, se considera el biomarecads sensible de inflamacion vy,
en los dltimos afos, se ha consolidado no sélo aompotencial marcador de riesgo
cardiovascular [281] sino también como un marcapg@mostico de mortalidad
hospitalaria tras un infarto [282-287]. En lasndts recomendaciones de la American
Heart Association se delimitaron las franjas dsgdecardiovascular con relacion a los
niveles de proteina C reactiva [288]. Asi, un valer proteina C reactiva de alta
sensibilidad (hs-PCR) <1 mg/l corresponderia aiesgo bajo, entre 1 y 3 mg/l a un
riesgo moderado y >3 mg/l a un riesgo alto. Nivedely altos, por encima de 10 mgl/l,
se atribuyen a procesos inflamatorios agudos mas quocesos cronicos, como es la
aterotrombosis.

1.8.2. FIBRINOGENO

El fibrinbgeno es una pieza clave en la cascada deagulacion, dado que es
el sustrato de la trombina y el precursor de lanféb(Figura 1.6). Su concentracion es
el principal determinante de la viscosidad plasteay puede inducir agregacion
eritrocitaria y plaquetaria, siendo todos elloseasps deletéreos desde el punto de vista
coronario por favorecer el desarrollo de &&rcoronarios agudos [289]. Por este
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motivo, se ha suscitado interés por estudiar thstipolimorfismos del fibrinbgeno que
podrian modular su concentracion y/o modificar sieipcial proagregante eritrocitario
[290, 291] Pero su papel no se limita al momento en queeserg un trombo sobre
una placa complicada, sino que distintos trabagmsdomprobado que el fibrindbgeno,
al estimular la migracion celular y la proliferatide células musculares lisas, esta
implicado en las fases mas iniciales de la aterdiosis [292, 293]. Por otra parte, es
bien conocido que el fibrinbgeno constituye unolae reactantes de fase aguda
desencadenados por el fendbmeno inflamatorio, ésineente implicado en la
patogenia de la aterotrombosis [294, 295].

A pesar de que se ha comprobado que su concentr@amenta en relacion
con la edad, el tabaquismo, la presencia de hipsédie arterial y la aparicién de la
menopausia, actualmente existe evidencia cientfidewiente para avalar su papel
como factor de riesgo independiente para eventdgwasculares en cualquiera de los
territorios arteriales considerados (coronaricelmerl o vascular periférico) [296, 297].
El incremento del riesgo es continuo y gradualoelog los estudios publicados [298-
301], aunque parece ser un predictor mas deébilvdat@s cardiovasculares que la
proteina C reactivi02].
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Dadas las relaciones existentes entre los sistetfeak coagulacion, la
fibrinolisis, la inflamacion y determinados facterée riesgo cardiovascular, la
hipotesis de trabajo de la presente tesis doctesalque ciertas alteraciones
cuantitativas o cualitativas de algunos componerdes los sistemas de la
coagulacion y la fibrinolisis pueden ser marcadatesriesgo cardiovascular, en
particular de cardiopatia isquémica, en paciedesnes.

Esta hipdtesis de trabajo parte de observaciorgagren las que el nimero
de factores de riesgo en pacientes mas jovenesacdiopatia isquémica era menor
que a edades mas avanzadas. Si el concepto de dasdjovascular se concibe
como un continuum es probable que, en estos pasieadn menor numero de
factores de riesgo y/o menor tiempo de exposicidasamismos, otras variables
desequilibren la balanza entre factores protectpfastores de riesgo de cardiopatia
isquémica y adelanten la edad de expresion cldeazardiopatia isquémica.

Puesto que, en cierta medida, algunas de las lesiableccionadas pueden
estar determinadas genéticamente y su expresiorulatzd parcialmente por
factores ambientales (algunos de ellos factoresiedgo cardiovascular), resulta
conveniente estudiar estas variables de forma Qlobeluyendo los aspectos
genéticos y los niveles, siempre en conjunto com factores de riesgo
cardiovascular establecidos.

Por otro lado, dado que en el crecimiento de lagolde ateroma juega un
papel destacado la incorporacién parcial de unlimlocalizado en la superficie de
una placa complicada, la hipétesis de trabajo teetesis doctoral también plantea
gue la extension y/o severidad de la ateroscleoms@naria puede estar relacionada
con algunas de las variables analizadas.

Finalmente, si se acepta que el sindrome cororayimo y el accidente
isquémico cerebral (trombotico o tromboembdliconparten el mismo sustrato
anatomico (la placa complicada con trombo en sige)f se plantea que las
variables estudiadas pueden estar relacionaddssenentos tromboticos (fatales o
no fatales) registrados en la evolucion de estoepges.
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OBJETIVOS

Describir las caracteristicas basales de la pablapven con infarto de
miocardio en nuestro medio, incluyendo la presedeidactores de riesgo
cardiovascular.

. Estudiar determinadas caracteristicas genéticasPédll (polimorfismo
4G/5G), del TAFI (polimorfismo C1040T) y de la Lp(disoforma
mayoritaria de la apo(a)], asi como el polimorfis@®0210A del gen de la
protrombina y el factor V Leiden en pacientes ysejetos controles. Evaluar

Su asociacion con el infarto de miocardio a edadrjo

. Analizar los niveles plasmaticos de algunos pard@aeklacionados con el
equilibrio hemostético en pacientes y en sujetadrotes. Los parametros
seleccionados incluyen inhibidores de la fibrinelicomo el PAI-1 o el
TAFI, la Lp(a) y la APC. Evaluar su asociacién @rinfarto de miocardio a
edad joven.

Evaluar la asociacion de los parametros estudiadosla extension y la
severidad de la aterosclerosis coronaria en elogilepacientes.

. Valorar la relacién entre los parametros seleccosay el desarrollo de
eventos tromboticos (exitus trombatico, reingreso gindrome coronario
agudo o accidente vascular cerebral y evento cadbiexitus-reingreso) en
la evolucién de los pacientes estudiados.
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3- MATERIAL Y
METODOS
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Tal y como se ha comentado en la Introduccién,té@oombosis es una
enfermedad multifactorial, resultado de dos praeéismpatoldgicos, la aterosclerosis
y la trombosis. El primero es la consecuencia piaaladel efecto deletéreo de los
factores de riesgo cardiovascular (en especiahfissampliamente reconocidos, como
son la hipertension arterial, el tabaquismo, ldbeties mellitus, la dislipemia y la
obesidad) sobre la pared arterial y tiene comaaosanatomico la placa de ateroma.
El segundo proceso fisiopatoldgico, la trombosss]aeconsecuencia puntual de un
disbalance hemostatico en la superficie de unaptamplicada. Con el objetivo de
analizar los factores hemostaticos que podrianr jafgain papel relevante en este
segundo proceso, el presente trabajo de tesisrdbséocentro en el estudio de sujetos
jovenes con menos de 51 afos, en los que el femdaterosclerético se encuentra
menos avanzado que en sujetos mayores, puestoefade riesgo cardiovascular han
tenido mas tiempo en estos Ultimos para ejercercsidn patolégica sobre la pared
vascular.

Los disefios de los estudios publicados en el anchbiteco de la cardiopatia
isquémica no son homogéneos y, en cualquier casmgrgran en un unico aspecto de
laboratorio. De hecho, se han publicado trabajosades (pacientes con cardiopatia
isquémica) y controles (sujetos sanos) [136, 1486, [estudios de cohortes en
poblacion general [148] [79, 90] y metaanalisis 510185]. En ocasiones,
especialmente en estudios de casos y controlagtarafificil, o incluso imposible,
discernir si determinados agentes stausa del desarrollo y progresion de la
aterotrombosis, si Unicamente expresan disfunaidotelial comaonsecuencide un
dafio vascular previo, o si se les pueden atrilooiras propiedades. Otras limitaciones
de los disefios transversales de casos y conteml&smn fundamentalmente en la falta
de legitimidad para catalogar dactor de riesgoa un parametro determinado,
debiendo limitarse a identificarlo commarcador de riesgoEsta limitacion queda
superada en los estudios de cohortes que, sin gml@aecisan un mayor despliegue
de recursos y tamafios muestrales considerableméstgrandes.
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La busqueda de factores de riesgo genéticos elogi@drombadtica arterial, se
ha efectuado mayoritariamente bajo la concepciGstialios de casos y controles. En
general, antes del desarrollo de esta tesis dgctonguno de estos trabajos habia
demostrado asociaciones suficientemente rotundase ealgun polimorfismo
(individualmente analizado) y la cardiopatia isgisdntomo para llevar el estudio
sistematico de dicho polimorfismo a la practicanicd diaria. No obstante, otros
disefios y distintas interacciones gen-medio amdig@n-gen y gen-farmaco podrian
modular (potenciar) los resultados publicados. ag&arjemplos del primer tipo de
interaccion, gen-medio-ambiente, han sido expuestda Introduccion y se basan en
que el efecto de una determinada caracteristic&tigandepende del grado de
exposicion a un factor medioambiental (como pamgje, el polimorfismo 4G/5G del
gen del PAI-1 y el sindrome metabdlico, el factoL&iden o la mutacién G20210A
del gen de la protrombina y el tabaquismo, entrespt[303]. Por su parte, la
interaccion gen-gen explica que el efecto netoaferdutaciones simultaneas en un
mismo portador sea mayor que la suma del efeatadke una de ellas individualmente
consideradas (como por ejemplo, el estado de mortdel factor V Leiden y la
mutacion G20210A de la protrombina) [303]. Finalteemha interaccion gen-farmaco
avala la modulacion del efecto de un farmaco dadpresencia de una determinada
mutacion (como por ejemplo, la presencia del dlelo34 en el gen del factor Xlli
reduce la eficacia de la trombolisis en el contadoun infarto de miocardio [304],
aungue no se han descrito interacciones de esteripas variables seleccionadas en
este trabajo).

Con todas estas consideraciones, la presentaltetmal se basa en un disefio
de casos y controles con seguimiento prospectigtepor de los pacientes. Un disefio
inicial de cohortes habria sido inasumible desdeuato de vista humano, técnico y
econOmico en virtud del nimero de parametros dazanal las particularidades de la
extraccion y el procesado de las muestras. EsiedBpdisefio es compartido por un
gran numero de trabajos en este ambito, y peraetificar nuevos marcadores de
riesgo interesantes para plantear estudios deteshuas ambiciosos en el futuro.
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3. 2. GRUPOS CLINICOS

Los sujetos incluidos en este estudio se reclutantire septiembre de 2000 y
septiembre de 2005 en el Hospital Universitarid-eade Valencia. En todos los casos
se obtuvo el consentimiento informado y todos lexgdimientos fueron llevados a
cabo de acuerdo con los principios de la DeclanadgHelsinki.

El grupo de pacientes, compuesto por 237 sujetesetlutado en la Unidad de
Cuidados Intensivos y en la sala de hospitalizadérCardiologia. Todos ellos se
diagnosticaron de infarto agudo de miocardio, mitare del area geografica del
mediterraneo espafiol y tenian menos de 51 afiosorFgéterios de exclusion la
procedencia de &reas geograficas diferentes, ldecemlentes de neoplasias,
hepatopatia grave, enfermedades hematoldgicasymonactual de drogas.

Inicialmente, el diagndstico de infarto agudo devcardio se basé en los
criterios clasicos de la Organizacion Mundial deSiud. Posteriormente, el nuevo
reconocimiento de la sensibilidad y especificidadas troponinas obligé a redefinir
esta entidad a nivel mundial [305] y los nuevosedds fueron aplicados en este
estudio (Tabla 3.1).

Con el fin de evitar la pérdida (por mortalidadgm® de aquellos pacientes con
peor perfil clinico, todos los pacientes incluidosron sometidos a dos extracciones
sanguineas. La primera se realiz6 durante las @2 horas del ingreso por infarto
agudo de miocardio y la muestra se destiné exeoste a los estudios genéticos, ya
gue no se alteran durante la fase mas aguda debdagquémico ni con el tratamiento
administrado. La segunda extraccion se realizé eham 3 meses tras el ultimo
episodio de inestabilizacion clinica y en ellas@pgleto el estudio con una bioquimica
general y la cuantificacion de los niveles de lsmetros elegidos.
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Organizacion Mundial de la Salud | Documento de consenso de la European Society of
Cardiology/ American College of Cardiology

Definicién de infarto de miocardio. Definicion de infarto de miocardio agudo, en
evolucion o reciente.

Deben estar presentes al menos dos$ dgepe estar presente uno de los siguientes ositeri
los siguientes criterios: o _
» Curva tipica de troponinas o CK-MB con al

*  sintomas tipicos (dolor menos uno de los siguientes: sintomas
toracico). isquémicos, desarrollo de ondas Q patoldgicas
« elevacién enzimética. en el ECG, cambios en el ECG indicativos de
isquemia (elevacion o depresion del segmento
* patrones tipicos en el ECG ST) o intervencionismo coronario.
con el desarrollo de ondas Q o ) )
de necrosis. * Hallazgos patolégicos compatibles con infarto

agudo de miocardio.

Tabla 3.1. Definiciones de infarto de miocardi®efinicién clasica de la Organizacion Mundial de la
Salud y redefinicion del Documento de ConsensoadEuropean Society of Cardiology/ American
College of Cardiology [305]. ECG: electrocardiogramCK-MB: creatinfosfocinasa-isoenzima MB.

Al final del seguimiento se analiz6 el desarrolboegentos clinicos mayores. Se
consideraron eventos clinicos tromboticos mayqgues $indrome coronario agudo o
por accidente vascular cerebral): el exitus, elgriso y el evento combinado exitus
y/o reingreso.

El grupo control, formado por 200 sujetos, fue uemdo de la sala de
extracciones del hospital, paralelamente a la simude pacientes. En la mayoria de
los casos, los controles acudieron ambulatoriamahtgospital para completar los
estudios incluidos en la valoracion anestésicapamboria para cirugia menor de
oftalmologia, otorrinolaringologia y traumatologisste grupo poseia una distribucion
similar a la de los pacientes en cuanto a edady pesus integrantes procedian del
area geografica del mediterraneo espafiol. Fuerliteri@s de exclusion la historia
previa de cardiopatia isquémica, la procedenciardas geograficas diferentes, los
antecedentes de neoplasias, hepatopatia gravenedéeles hematologicas y consumo
de drogas.
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A diferencia de lo referido para los pacientesclmstroles fueron sometidos a una
Unica extraccion sanguinea para participar en esttgdio, de la que se obtuvo la
muestra necesaria para realizar todas las detariomes de interés (tanto las genéticas
como las que cuantificaron los niveles plasmatieokos parametros analizados).

En la anamnesis realizada a todos los sujetosefgiasi y controles) se indagé
acerca de la presencia de factores de riesgo casdialar clasicos. Asi:

» Se consideré que un sujeto era hipertenso cuando asferia, cuando llevaba
medicacion antihipertensiva y/o cuando se habianrdentado cifras tensionales
>140/90 mmHg, al menos en dos determinacionesdzasal

« Se considerd gque un sujeto era dislipémico cuastitoaeferia, cuando llevaba
medicacion hipolipemianitey/o cuando en la bioquimica realizada se observaba
valores de colesterol total >250 mg/dl y/o deitégidos >175 mg/dI.

« Se considerd que un sujeto era diabético cuandto asfferia, cuando llevaba
medicacion antidiabética y/o cuando en la bioguanmealizada se observaban
valores de glucemia basal >110 mg/dl.

» Se considerd que un sujeto era fumador si algumahabia fumado (fumador
actual o exfumador de <10 afios) y no fumador em @astrario.

» Se registré peso y talla de cada individuo pareutal el indice de masa corporal
(IMC) y se considerd la presencia de obesidadIpEa>30 kg/nf.

En el grupo de pacientes se recogieron las sigsemariables clinicas
relevantes desde el punto de vista cardioldgico:

» La manifestacion electrocardiografica inicial dghrto de miocardio en cuanto a
la elevacion del segmento ST: si versus no.

« En caso de manifestacion inicial con elevaciérsdgmento ST, la administracion
de tratamiento trombolitico: si versus no.

» La funcion sistdlica del ventriculo izquierdo: nan®55%), depresion ligera (40-
54%) o depresion moderada-severa (<40%).

" En el caso de los pacientes, debian tomar medidsjiolipemiante antes del diagnéstico de infarto
agudo de miocardio para ser considerados disliggsmicel mero hecho de llevar esta medicacién como
prevencion secundaria de cardiopatia isquémicanoaies de colesterol y triglicéridos normalesiry s
antecedentes conocidos no se considero dislipemia.
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« El resultado del test de esfuerzo: positivo, nggat no concluyente (por no
alcanzarse frecuencia subméaxima o por detectaesa@bnes clinicas o eléctricas
no definitivas de positividad).

» El resultado de la coronariografia. Las coronadfigs se realizaron por el
procedimiento de Judkins con el protocolo habit8al.administré nitroglicerina
intracoronaria antes de cuantificar digitalmenteskveridad de las lesiones
detectadas. Los hemodinamistas desconocian diadsule los estudios genéticos
y plasmaticos. Las coronariografias se analizaesdeltres puntos de vista:

A. Presencia de lesiones angiogréficas significatipassencia versus ausencia de
lesiones). La presencia de lesiones coronaria®guddicamente significativas se
defini6 como la identificacion de, al menos, unaide que produjera una
reduccion >70% del calibre luminal interno en alg@so. En contraposicion a
esta categoria, la ausencia de lesiones cororagasicativas definié aquellas
situaciones en las que no se identifico lesionralgue cumpliera este requisito.

B. NUmero de vasos (o territorios) coronarios afeda®3 vasos). Un territorio
coronario (territorio de la arteria descendenteramtDA, de la arteria circunfleja-
Cx ylo de la arteria coronaria derecha-CD) se dendiafectado si poseia al
menos una lesién angiograficamente significativa. lésion del tronco comun
izquierdo se contabilizO6 como 1 vaso, excepto coiandexistian lesiones
significativas en los territorios de DA y Cx, pamae la puntuacion maxima no
excediera los 3 vasos en presencia también dedssen la CD [306].

C. Gradacion de severidad-extension angiografica slestenosis (grupos 1-3). Se
analizé la lesion mas importante en cada uno de8lesggmentos coronarios
considerados (tronco comun izquierdo, DA, septalegjonales, Cx, marginales,
CD e interventricular posterior). Seguin su grado ed¢enosis, cada lesion
seleccionada recibié una puntuacion (0-49% 1 p&tie]4% 2 puntos, 75-99% 3
puntos y 100% 4 puntos) [306]. La suma de estatupaiones parciales sirvio
como gradacion de la severidad-extension de lasnks ateroscleréticas. Para
evitar la dispersion de los casos, los pacien®ifuagrupados en tres categorias
atendiendo a esta puntuacion: ausencia de lesmteesscleréticas (0 puntos,
grupo 1), aterosclerosis leve (0-10 puntos, grupg aterosclerosis difusa (>10
puntos, grupo 3).
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3.3. TOMA DE MUESTRAS

La primera muestra de sangre realizada en el gdgppacientes se obtuvo
durante las primeras 72 horas del ingreso y secagfulé con EDTA sin necesidad de
ayuno previo, ya que se utilizé exclusivamente pasadiferentes estudios genéticos
indicados més adelante.

Todas las demas muestras de sangre (la segurdaceéxt en pacientes y la
Unica extraccion en controles) fueron obtenidasldohoras de ayuno, entre las 9y 10
de la mafiana y después de 10 minutos de reposextizaccion de sangre se realizd
por puncion en la vena cubital y parte de ellansie@agul6 con citrato sédico 0,129 M
(9:1, volvol, sangre:anticoagulante) procurandemgire que las muestras se
mantuvieran a 4°C. Dos de estos tubos fueronadilig para la determinacion de la
APC circulante siguiendo el protocolo que se peedgs adelante. El resto de la
sangre citratada se centrifugd a 1500 x g durahtaiButos a 4°C y los plasmas asi
obtenidos se conservaron en alicuotas a -80°C hastso. Para el estudio de las
técnicas genéticas, un tubo de sangre se anticoagul EDTA. Finalmente, de la
sangre no anticoagulada se obtuvo el suero utlizpdsteriormente para la
determinacion de la glucemia y el perfil lipidico.
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3.4. FACTORES DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS

En el capitulo de la fibrinolisis, elegimos elugBb detallado del PAI-1 y del
TAFI, tanto desde el punto de vista genético (véapartado 3.8, Técnicas
Moleculares) como desde el punto de vista de suslas plasmaticos, que se
desarrolla a continuacién. El primero de ellos,P&ll-1, es el mas importante
inhibidor de la fibrinolisisin vivo y se le ha relacionado estrechamente con los
componentes del sindrome metabdlico. El TAFI, poparte, es nexo de union entre
los sistemas de la coagulacion y la fibrinolisissg encuentra intimamente
relacionado con algunos integrantes del sisteméadaoteina C. Asimismo, se
incluyen las técnicas empleadas para la cuantifinadel tiempo de lisis de las
euglobulinas (TLE), como estimacion global de lancidn fibrinolitica, y la
determinacién antigénica del tPA (tPAag).

3.4.1. DETERMINACION ANTIGENICA DEL INHIBIDOR DE L
ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO 1

Para a determinacion antigénica del PAI-1 (PAlssggmpled el kit comercial
de ELISA TintElize PAI-1(Biopool, Wicklow, Irlanday sus valores se expresan en
ng/ml.

Aunque el PAI-1 puede encontrarse en varias fol@aets/o, inactivo o latente
y acomplejado con el tPA y el uPA), el ensayo zddio cuantifica todas las formas
con igual eficiencia. La variacion intraensayo éeeliensayo fue del 3% y 7%,
respectivamente.

Para la determinacion antigénica del PAI-1 sazdtiel tipo de ELISA de
doble anticuerpo osandwich. El esquema de las técnicas de ELISA es el sigeie

1y Reaccion inmunoldgicd.os pocillos de la microplaca se incuban con xoceso
del anticuerpo de captura, anticuerpo monoclonaafco contra la proteina a
valorar. La muestra, convenientemente diluidajnseba en la microplaca para
lograr la union de todo el antigeno de laestra al anticuerpo de captura.
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A continuacion, se lava la placa y se incuba conedneso del segundo
anticuerpo, el anticuerpo de deteccion, que esclpokl y se encuentra
conjugado con un enzima. Dicho anticuerpo se uaetijeno inmovilizado y se
forman complejossandwichi (anticuerpo-antigeno-anticuerpo/enzima) unidos a
cada pocillo (Figura 3.1). La cantidad de enzimda@al pocillo es directamente
proporcional a la cantidad de antigeno presenta suestra.

@ ® F

-|-<Z@-|-h—>

.

Anticuerpo  Antigeno  Anticuerpo/enzima  Complejo “sandwich”
de captura  (muestra) (conjugado)

Figura 3.1. Esquema de la reaccién inmunolégica knque se basa la cuantificacion del PAI-1ag.

2) Reaccion enzimatica y cuantificacidPosteriormente se lava la microplaca para
separar la fraccién de anticuerpo conjugado qusenba unido. Se afiade un
sustrato y la accidén enzimatica sobre él da unymtodcoloreado (amarillo)
(Figura 3.2). La absorbancia medida por espectiofetria a una determinada
longitud de onda es proporcional a la concentrad&lmantigeno presente en la
muestra. Paralelamente, en cada placa se inclst@ndares a concentraciones
conocidas de antigeno para construir una curvaldeacion.

i 0o
+ 11 — OO
i 0O

Complejo “sandwich”  Sustrato cromogénico Reaccién enzimatica
(color amarillo)

Figura 3.2. Esquema de la reaccion enzimatica quermite la cuantificacién final del PAI-1ag.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Basicamente, el protocolo utilizado fue el siguent

Se disuelve el vial de tampon PET (PBS/EDTA/@we0) en 1 litro de agua
destilada. El tampon PET es tampon fosfato saiRS) (fostato sodico 0,01
M, pH 7,4, NaCl 0,14 M) que contiene acido etilemiinotetracético (EDTA)

y Tween 20.

Se preparan diluciones de PAI-1 plasméatico aeatnaciones de 40, 30, 20,
10, 5, 2,5y 0 ng/ml.

Se reconstituye la placa proporcionada por $& c@mercial (que tiene unido
el anticuerpo de captura) con 1@Dpocillo de tampon PET y se agita
suavemente 1 minuto.

Se afiaden 2@/pocillo de cada muestra o estandar.

Con 6 ml de tampon PET se reconstituye el irzfdo de anti-PAl-1 policlonal
conjugado con peroxidasa y se afiadepl%0cada pocillo.

Se incuba 2 horas a temperatura ambiente caacagi (500-600 rpm) y se
lava la placa cuatro veces con tampon PET.

Se reconstituye el sustrato ortofenildiaminadiibcloro (OPD) con 22 ml de
agua bidestilada y se afiade el vial d®H Se afiaden 200l de sustrato a
cada pocillo. Se incuba 15 minutos a temperatut@ete en agitacion.

Se afiaden 50 de solucion STOP (330, 3M) y a la absorbancia a 492 nm se
le resta la absorbancia a 620 nm en un lector dwopiacas Thermo
Labsystems MRX Revelation, Chantilly VA, EBUUa concentracion se
calcula a partir de la curva patron obtenida canValores de absorbancia
producidos por los estandares.
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3.4.2. DETERMINACION FUNCIONAL DEL INHIBIDOR D EL
ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO 1

El ensayo para la determinacion funcional del BAPAI-1fc) consiste en
valorar la capacidad inhibitoria que el plasmaeisaobre el tPA de una cadena (sct-
PA) aifadido a la muestra. Los valores de PAI-1lexgeesan en U/ml.

En una primera etapa, parte del sct-PA incorpoeade muestra es inhibido
por el PAI-1 del plasma a determinar y mediantedificacion se destruye la
antiplasmina y otros inhibidores del plasma quedpuoenterferir en el ensayo. En
una segunda etapa se mide la actividad residuacti?A. Para ello, se aflade a la
muestra una mezcla de plasminégeno, fibrina y atastromogénico, de forma que
el sct-PA funcional residual transforma el plasrger@o en plasmina. La actuacion
enzimatica de ésta sobre el sustrato cromogérmeaalipNA de color amarillo y la
cantidad de color producida es directamente propuata la cantidad de tPA de la
muestra. La determinacion del PAI-1fc se calcufmdir de la diferencia existente
entre el sct-PA afadido inicialmente y el sct-Pforado al final del ensayo.

La cantidad de PAI-1fc que inhibe 1 U de sct-PAL8mminutos a temperatura
ambiente se define como 1 U. Los valores de lastragese dan en relacion a una
curva patron realizada con distintas concentrasiaigepatron internacional de tPA.
La variacion intraensayo e interensayo fue del 83%oy respectivamente.

Basicamente, el protocolo utilizado fue el sigteen

1) Se incuba un volumen de sct-PAnferican Diagnostica, Greenwich CT, EEJU
con un volumen igual de plasma o diluciones denmagn tampodn (fosfato
sédico 0,02 M pH 7,3, NaCl 0,1 M) durante 10 misuddtemperatura ambiente.

2) La reaccion se detiene mediante acidificacion aorvalumen igual de acetato
sédico (1 M pH 3,9) durante 15 minutos y posteriemte se diluye a 1/50 con
tampdn Tris-HCI (0,05 M pH 8,8, NaCl 0,1 M, Tritg100 0,1ug/l).
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3) El volumen obtenido se mezcla con un volumen igigalna combinacion del
mismo tampon 1 M plasmindgenGi{romogenix, Estocolmo, Suecia0,6 mM
S-2251 Chromogenix A continuacion se le afade fibrina soluble a una
concentracion final de 0,07 g/l y se incuba dur&nteras a 37°C.

4) Se lee la absorbancia en un lector de microplathserino Labsystems MRX
Revelati) a 405 nm y se resta la absorbancia a 492 nm.

5) Después de afadir plasminégeno, fibrina solubleustrato cromogénico se
determina la actividad del tPA residual midiendoalasorbancia del color,
producto de la actividad enzimatica de la plasngaaerada sobre el sustrato
cromogeénico.

6) La actividad funcional de PAI-1 se determina aipai¢ la diferencia entre el
tPA anadido y el tPA residual.

3.4.3. DETERMINACION ANTIGENICA DEL INHIBIDOR D E LA
FIBRINOLISIS ACTIVABLE POR TROMBINA

Para la cuantificacion antigénica del TAFI (TAFlagg utilizo el kit
comercial de ELISA COALIZA TAFI Chromogenix Los resultados se expresan
como porcentaje frente a plasmas de 30 sujetosldatarios sanos.

En cada ensayo se utilizan dos plasmas controhtates altos y bajos de
TAFI. El ensayo contiene anticuerpos especificas @ TAFI humano: uno de
captura monoclonal y otro de deteccion policlomaljegado con peroxidasa.

Basicamente, el protocolo utilizado fue el sigteen
1) Se preparan diluciones del plasma patron pararleaae calibracion.
2) Las muestras se diluyen a 1:50 o 1:100.

3) Se reconstituye la placa (que tiene unido el aetfm de captura) afiadiendo a
cada pocillo 20Qul del plasma de la curva de calibracién o de l@smphs a
valorar, asi como de los plasmas control.
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4) Se incuba durante 2 horas a 37°C y se lava la plaaiao veces con tampon de
lavado.

5) En cada pocillo se afiaden 2@0 de anti-TAFI policlonal conjugado con
peroxidasa.

6) Se incuba 1 hora a 37°C y de nuevo se lava la pl#tao veces con tampon de
lavado.

7) Se afiaden 200l de sustrato TDM (Tetrametilbenzidine que contipeedxido
de hidrégeno) y se incuba 5 minutos a temperatizdente.

8) Se afiaden 5Ql de solucién STOP (}$0, 4,5M) y se mide la absorbancia a
450 nm en un lector de microplacdhérmo Labsystems MRX Revela}idra
concentracion se calcula a partir de la curva pabiitenida con los valores de
absorbancia producidos por los estandares.

3.4. 4. DETERMINACION FUNCIONAL DEL TAFI

Los niveles de funcionalidad del TAFI (TAFIfc) setdrminaron mediante
un test cromogénico llamado Actichrome TAFI acyiiBmerican Diagnosticay
se expresan gug/ml.

En esencia, el ensayo esta formado por tres fasela primera, se incuba el
plasma con el reactivo para activar al TAFI (congleombina-trombomodulina).
Asi, tras afiadir un sustrato para carboxipeptidasapone en marcha la actividad
carboxipeptidasa total del plama, la debida a komapeptidasa N del plasma
(biolégicamente activa desde su liberacion porepddl higado) y la actividad del
TAFI (una vez activado gracias a la adicion preleasu complejo de activacion). A
continuacion, se estima dicha actividad a partiladabsorbancia de la muestra a
490 nm. En la segunda fase se analizan las muestrascorporar el complejo de
activacion del TAFI, de forma que la adicién destsato para carboxipeptidasas
desencadena exclusivamente la actividad carbptigi@sa N del plasma. De nuevo
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se estima dicha actividad a partir de la absorbade la muestra a 490 nm.
Finalmente, en una tercera fase se resta la segirsdabancia a la primera con el
fin de calcular la absorbancia debida Unicament&Adtifc. La concentracion de
TAFI se determina por extrapolacion de este redaltaobre las absorbancias
observadas en la curva estandar. El resumen adericd se muestra en la Figura
3.3.

@ Actividad CPasa total del plasma e A490NM
(TAFla + CPasa N) (CresaiolE)

l . Activacion con TR/TM

@ A490nm
Actividad CPasa N del plasma —l (CPasa N)

PLASMA

@ A A 490nm (TAFIa) = A 490nm (CPasa total)-A490 nm (CPasa N)

A 490nm
C" —s G o)

TAFIla (pg/ml)

Figura 3.3. Esquema del protocolo para la cuantdicion del TAFIfc. Gracias a la adicion del
complejo trombina-trombomodulina (activador espeoifdel TAFI) se calcula la actividad CPasa total
del plasma, que corresponde a la suma de la aetividPasa N y la actividad del TAFla (1). El mismo
procedimiento sin adicionar el complejo trombinasttbomodulina permite cuantificar la actividad
CPasa N del plasma (2). La diferencia de las abaodims de ambos resultados correspondera a la
absorbancia debida al TAFI y a partir de una curgatron se extrapolaran los resultados de las
muestras prolema (3). TAFla: TAFI activado; CPasa: carboxipelasa; TR: trombina;
TM: trombomodulina; A: absorbancia.
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3.4.5. DETERMINACION ANTIGENICA DEL ACTIVADOR TI SULAR
DEL PLASMINOGENO

La determinacion de tPAag se llevo a cabo utilivael kit comercial de
ELISA Imulyset-PA (Biopoo) y los resultados se expresan en ng/ml.

El ensayo cuantifica con la misma eficiencia tdat formas libres de tPA
como las acomplejadas con sus inhibidores. El pobboaplicado fue basicamente
el mismo que el descrito anteriormente para el Pag; con la Unica diferencia de
que los anticuerpos de captura y deteccion eraecdgmws para el tPA. Los
coeficientes de variacion intraensayo e interensyeron del 4% y 6%,
respectivamente.

3. 4. 6. DETERMINACION DEL TIEMPO DE LISIS DE LAS
EUGLOBULINAS

El TLE se calculé en plasma fresco, tal y como aeléscrito previamente
[170] y los resultados se expresaron en minutosvdr&acion intraensayo fue del
3%.

El tiempo de lisis del coagulo formado por laslebglinas plasmaticas es un
método generalizado que permite estimar la actvilidca global. Esta técnica
detecta alteraciones de los activadores fibrimolgi del plasminégeno o del
fibrinbgeno.

Este ensayo se basa en forzar la precipitaciofa deaccion euglobulinica
mediante acidificacion. Esta fracciébn euglobulinicantiene gran parte del
fibrindogeno, del plasmindgeno y de los activadorkd plasmindgeno, pero
s6lamente una pequefia cantidad de los inhibidfwesamentalmente PAI-1, de
forma que gran parte del PAI-1 y el resto de lokibidores quedan en el
sobrenadante. El precipitado, separado por ceg#don, se redisuelve en un
tampén adecuado y se aflade GaGinalmente, el tiempo de lisis de las
euglobulinas corresponde al tiempo transcurhidsta que se verifica la lisis del
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coagulo formado. Tiempos acortados indican un atorgm la fibrinolisis y tiempos
alargados indican una disminucion de la fibrinslisiun codgulo mas resistente a la
lisis.

Basicamente, el protocolo utilizado fue el sigteen

1) En un tubo de ensayo se introducen 0,5 ml de plag®bee en plaquetas y 9,5
ml de agua bidestilada. A continuacion la mezcla@difica con acido acético
0,5% hasta un pH de 5,3.

2) La mezcla anterior se mantiene en hielo durantemBtutos. El precipitado
formado se separa por centrifugacion a 3.000 rprantiel 5 minutos mas, y se
decanta el sobrenadante. A continuacion se redesetlprecipitado en 0,5 ml de
tampon barbital sédico-HCI 0,1 M pH 7,3.

3) La solucion se incuba a 37°C, se le afiaden 0, mhd solucién de Ca,02 M
y se espera hasta la formacion del coagulo. Argietese momento, se cuantifica
el tiempo que tarda en lisarse completamente.
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3.5. LIPOPROTEINA (a)

Se estudiaron los niveles de Lp(a) y la isoformayontaria de apo(a)
(genéticamente determinada por el tamafio del gerageodifica), ya que son nexo
de union entre el metabolismo lipidico y el potahbipofibrinolitico, proagregante
y proaterogénico. Seguidamente se describen lag#scempleadas para su estudio.

3.5.1. DETERMINACION ANTIGENICA DE LA LIPOPROHINA (a)

La concentracion de Lp(a) plasmatica se deterraoroel ELISA comercial
Macra Lp(a)(Terumo, Newark DEL, EEUU) sus valores se expresan en mg/dl.

Las placas de ELISA estan recubiertas de un arpoumonoclonal anti-Lp(a)
sin reactividad cruzada con el plasminégeno nilesnlipoproteinas LDL, HDL o
VLDL. El coeficiente de variacion intraensayo eerginsayo fue del 8% y 3%,
respectivamente, y el limite inferior de detecaié@rD,8 mg/dl.

Basicamente, el protocolo utilizado fue el sigteen

1) Se diluyen las muestras a 1:201 en tampon diludis. estandares vienen
prediluidos.

2) Se anaden 100l de la muestra de plasma diluido en cada pociléa yncuban
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitds@h 600 rpm). Se retira el
antigeno sobrante mediante 4 lavados de la plattaogpon lavado.

3) En cada pocillo se afnaden 1Q0 de un anticuerpo policlonal anti-Lp(a)
conjugado con peroxidasa. Tras una incubacién gdetura ambiente y en
agitacion (500-600 rpm) durante 20 minutos, sea&i anticuerpo sobrante con
4 lavados de la placa con tamp6n lavado.

4) Se afladen 10Ql de una soluciéon de OPD a cada pocillo y se maatien
incubacion durante 20 minutos en agitacion (500+p09).

5) Con 50 ul de &cido sulfarico 2 N por pocillo se bloguea reaccion
colorimétrica. Seguidamente, se mide la absorbaack®2 nm y se resta la
absorbancia a 620 nm en un lector de microplaldasr(no Labsystems MRX
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3.5.2. DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LA LIPOPRO TEINA (a)

La Lp(a) esta formada por una molécula de apoBtif@da mediante puente
disulfuro a la glicoproteina apo(a). Siguiendo étado descrito por Kamboh Ml y col
[307] con ligeras modificaciones [202], de acueada movilidad relativa con respecto
a la apoB, la electroforesis horizontal en gel dar@sa permitié identificar las
isoformas de apo(a).

La electroforesis se llevd a cabo en un gel deoagaal 1,6% de 15x15 cm
(Pronadisa, Madrid, Espafjaisuelta en tampoén Tris (90 mM, acido boérico 9d,m
EDTA.Na 2 mM, SDS 0,1%) durante 5 horas a 140 v y 4°C @/x#80). Como
fuente de alimentacion se utilizé el sistema Bidvixdiel 3000Xi, en tanque horizontal
ADN Subcell(Biorad, Hercules CA, EEU)Jcon tampén Tris (45 mM, ac. bérico 45
mM, EDTA.Na 2 mM, SDS 0,1%). Las muestras se prepararontia garalicuotas
de plasma citratado. El plasma se diluyé en lagaign 1:1 con el tampdn muestra,
formado por3-mercaptoetanol, 0,5% azul bromofenol en 5% glicgi®DS 5% en la
proporcion 1:2:10. La mezcla se llevo a ebullicttimante 5 minutos y se sembraron
15 pl en cada pocillo del gel. Puesto que la conceidgingalasmatica de Lp(a) varia
entre individuos, el volumen de plasma citratadc&ta muestra se ajusté a fin de
mantener constante la cantidad de Lp(a) aplicagga (@) en cada pocillo, ya que
cantidades superiores de proteina y volimenesadenpl superiores a 1% producen
distorsion de la banda. En cada gel se incluy6 meacla de isoformas de apo(a)
humana lfnmuno AG, Viena, Austliajue contenia cinco de las isoformas designadas
por Utermann: la isoforma B (520 kDa), la isofor&fa(550 kDa), la isoforma S3 (650
kDa), la isoforma S4 (700 kDa) y la isoforma S50(&8Da). Estos marcadores de masa
molecular fueron utilizados como control interno.

Después de la electroforesis, las proteinas fuesosferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,221m (Biorad) mediante electrotransferencia en un tanque de
transferenciaRiorad) a 90 V, durante 3 horas a 4°C, en tampén deféraneia Tris
10 mM (glicina 40 mM y metanol 5%).
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La membrana se incubo durante 1 hora a temperatnbéente, con tampon
blogueo consistente en tampdén PBS en el que seldisleche desnatada (0,1% de
materia grasa) en polvo al 5% para bloquear lagsza® unidn inespecifica. A
continuacion se afiadié anti-Lp(a) humana de orm@no (mmuno AG diluida a
1/1000 en tampon bloqueo y la membrana fue incubdadante toda la noche a 4°C
con agitacion lenta. Posteriormente se lavé copdanbloqueo (3x10 min) para retirar
el exceso del primer anticuerpo. Concluida esta, fas incubé durante 3 horas a
temperatura ambiente con un segundo anticuermoyestdirigido contra las 1gG de
oveja (procedente de conejos) y conjugado con tassfaalcalina Ilnmuno AG,
igualmente diluido a 1/1000 en tampon bloqueo. IFiaate se lavd la membrana
generosamente con tampon PBS y se equilibré dul@htainutos con tampon Tris
(HCI 0,1 M pH 9,5).

Las bandas de Lp(a) se visualizaron con la adid&rsustrato cromogénico 5-
bromo-4-cloro-3-indoilfosfato (BCIP) que produceaator azul al interaccionar con la
fosfatasa alcalina. La reaccidon se paré con aglm pembrana se dejo secar a
temperatura ambiente.

La intensidad de cada banda se determind mediafiexion en un lector
Shimadzu 9000-CR/DR.13 a una longitud de onda denrd3 El lector lleva
asociado un procesador de datos que proporciorataiinente el porcentaje de
intensidad de color de cada banda respecto a dasidiad total en un individuo
dado.

El control interno sirvid de referencia para idferdr la isoforma predominante
en cada muestra. Para ello, se determiné el padRete cada banflaLa relacion
existente entre las masas moleculares del estarsdacorrespondiente Rf origind una
ecuacion, util para calcular la masa molecular dédacisoforma de las muestras
problema a partir de su Rf (Figura 3.4).

" E| parametro Rf de una determinada muestra prabkstalculé como sigue:
Rf (muestra problema)distancia al origen de la banda problema / distemicdrigen de la isoforma B del estandar
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3,0

log (masa molecular ) = 3,30 - 0,6 x Rf

2,94

2,8 4

Log (Masa Molecular)

2,74

2,6

Rf

Figura 3. 4 Correlacion entre el Rf de cada banda y el log devlasa molecular (kDa) de las apo(&f:
migracion relativa respecto a la isoforma B. Lémgaritmo decimal.

Aunque mediante la técnica utilizada se puedartifdmr hasta 23 isoformas de
la apo(a), para simplificar el estudio se agrupa&miuncion de su rango de Rf en seis
tipos de isoformas (isoforma B, S1, S2, S3, S4)y(Babla 3.2). Segun este criterio, a
cada banda de apo(a) se la asigné un tipo de nsafde apo(a). Existe la posibilidad
de que un mismo sujeto posea una o dos bandas.pemer caso, el paciente puede
ser homocigoto para esa isoforma de apo(a) o lEmdtigoto con alelo nulo. En el
segundo caso, se trata de un sujeto heterocigaionyestro estudio fue catalogado en
funcion de su isoformpredominanteque es aquélla correspondiente a la banda con
mayor intensidad y, por tanto, con mayor concei@tnaglasmatica. Finalmente, estas
seis isoformas se categorizaron en dos ampliosogrdps isoformas de bajo peso
molecular (con masa molecular estimas®?0 kDa) e isoformas de alto peso
molecular (con masa molecular estimada >620 kDablar3.2 y Figura 3.5).
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Isoforma de Rango de Rf Rango de masa Masa molecular de
Utermann molecular Utermann
(kDa) (kDa)

BPM:

* B >0,97 <523 500

* S1 0,96 - 0,90 524 — 578 550

e 82 0,89 - 0,86 579 - 620 600
APM:

* S3 0,85-0,79 621 - 676 650

e S4 0,78 -0,72 677 — 747 700

* S5 <0,71 > 748 800

Tabla 3. 2. Clasificacién de isoformas de apo(a)ateierdo con su movilidad electroforéticBPM: bajo
peso molecular. APM: alto peso molecular; Rf: maiéa relativa respecto a la isoforma B.

S5 (800 kDa)

- > APM

S4 (700 kDa)

. - " s3(650kDa) N

S1 (550 kDa)

. > BPM

B (520 kDa)

1 2 3 4 M

Figura 3.5. Clasificacion de isoformas de acuerderncsu movilidad electroforéticalas lineas 1-4
corresponden a pacientes y la linea M a marcaddeemasa molecular (estandar o control intetri®pM:
bajo peso molecular; APM: alto peso molecular.
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3. 6. FACTORES DEL SISTEMA DE LA COAGULACION

Se estudiaron varios aspectos de los componeeateasstema de la proteina C
en la medida en que pueden influir en la conceidindmal de APC, uno de los méas
destacados inhibidores naturales de la coagulaicionivo. La APC circulante
constituye un intimo nexo de unidn entre las cessade la coagulacion, la
fibrinolisis y la inflamacion y goza, ademas, detividad antiapoptotica. A
continuacion se describe sucintamente la técnigaleama para su cuantificacion,
asi como las utilizadas para la determinacion desqiarametros relacionados con
el sistema de la coagulacién.

3.6.1. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA C ACTIVADA
CIRCULANTE

Los niveles de APC circulante se determinaron sigip el método descrito
previamente [308], con algunas modificaciones [2dfsado en un ensayo tipo
ELISA para la deteccion de la APC acomplejada aorpincipal inhibidor en
plasma, el PCI. Los valores de APC se expresamynl.nEl limite de deteccién del
ensayo de APC es 0,1 ng/ml. La variacion intraem&ainterensayo fue inferior al
6% y al 11%, respectivamente.

A partir de 4,5 ml sangre anticoagulada con 0,128d\itrato trisodico, el
ensayo consiste en la mediciéon de los complejos :RE€LCen dos tubos con
preparaciones diferentes (uno con heparina y abro leenzamidina y PPACK)
(Figura 3.6). El primer tubo se prepara afiadienfloudde una disolucion de
heparina (1.000 Ul/ml) y la mezcla se incuba a 3¥a€nte 30 minutos, con el fin
de que toda la APC presente en el plasma (APClaitg) forme complejos con su
principal inhibidor plasmatico, el PCI, pues seesgbe en presencia de heparina,
mas del 95% del APC forma complejos con el PCI[388i, en el primer tubo los
complejos APC:PCI seran la suma de los complejdS:REI circulante# vivo (A)
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y los complejos APC:PCI formadas vitro a partir de la APC circulanta vivo (B)
(Figura 3.6). El segundo tubo se prepara afiadid6do de una mezcla de 0,58 M
benzamidina HCIl y 0,5 mM PPACK para inactivar laG\Birculante y evitar que
pueda formar nuevos complejos. Asi, en el seguado los complejos APC:PCI
seran los complejos APC:PCI circulantessivo (A) (Figura 3.6). Para calcular la
concentracion de los complejos APC:PCl en cada t#bduerza una reaccion
colorimétrica inmunoespecifica contra el PCI, sede absorbancia a 492 nm en un
lector de placas de ELISA'lermo Labsystems MRX Revelaligrse extrapola la
concentracion de los complejos APC:PCI a partimi curva patron construida con
concentraciones conocidas de complejos APC:PClsévgaotocolo detallado a
continuacion). De la resta de la concentraciorodecbmplejos APC:PCI en el tubo
de heparina y en el tubo de benzamidina y PPACKbsiene el valor de la APC
circulante [B=(A+B)-A].

Tubo de heparina

(o) + O &)

APC:PCI circulanten vivo Complejo APC:PQI foirmado 2L gL
del APC circulantén vivo

A
(A) (B)
Tubo de benzamidina + PPACK

CSIIICE

APC:PCI circulanten vivo APC circulante inactivado

(A)

Figura 3.6. Esquema del fundamento del método deamtificacion de la APC circulante. APC:
proteina C activada; PCI: inhibidor de la proteifa
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1)

2)

3)

4)
5)

6)

7

8)
9)

El protocolo para la cuantificacion de complejoCAPCI fue el siguiente:

Adsorcion del anticuerpo de captura a la placam@&hos durante una noche a
4°C en atmosfera humeda, la placa de poliestirexiddrp FO96 NUNC,
Roskilde, Dinamarcase recubrid con una solucion de anticuerpo mamadt!
anti-proteina C (C3) en tampdn de recubrimiento,( 0,1 M, 0,02% azida
sédica, pH 9,6) (5Ql/pocillo).

Lavado. La placa se lavo tres veces afiadiendquR86 tampdn bloqueo (Tris-
HCI 0,01 M, NaCl 0,14 M, 0,04% azida sodica, 0,02%een 20, 1% caseina,
pH 7,4) en cada pocillo.

Bloqueo. La superficie libre restante de los posilse bloqued por incubacion
con tampon bloqueo durante 1 hora a 37°C.

Lavados. La placa se lavo dos veces como se hatdestteriormente.

Incubacion de las muestras. Se afladié a cada pdsdipl de la muestra
convenientemente diluida en tampon bloqueo (hahbiterste 1/6), y se incubd en
agitacion durante 60 minutos a temperatura ambiente

Lavados. La placa se lavd tres veces con tampoquetny seguido de tres
lavados con tampon conjugado (NEE, 0,01 M, NaCl 0,24 M, 0,05%
timerosal, 0,05% Tween 20, 0,1% seroalbumina boyha7,4).

Incubacion con el segundo anticuerpo conjugadapesoxidasa. A cada pocillo
de la placa se le afadio 50 del anticuerpo de deteccién, un anticuerpo
policlonal anti-PCI diluido en tampdén conjugado,sg incub6 durante 60
minutos a temperatura ambiente, en agitacion.

Lavados. La placa se lavo seis veces con tamp§ugamo.

Revelado. Para ello, en cada pocillo se afiadiedqn 8e una solucion de citrato
sédico 0,1 M y fosfato sddico 0,2 M (pH 5,0), aglee en el momento de su uso
se le afiadieron 0dl/ml de 30% HO,y 0,4 mg/ml de o-fenilendiamina (OPD)
(Sigma Chemical, Saint Louis MO, EEYWomo sustrato de la enzima
peroxidasa. El desarrollo de color tuvo lugar aperatura ambiente y se paro la
reaccion a los 30 minutos mediante la adicion deld@e HSO, 4M en cada
pocillo. Finalmente, se realiz6 la lectura de laabancia a 492 nm en un lector
de placas de ELISAThermo Labsystems MRX Revelation
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3.6.2. DETERMINACIONES DE LA PROTEINA C

Los niveles de proteina Cantigénica se determinaron mediante un ensayo
tipo ELISA descrito previamente [310] y sus valosesexpresan como % del valor
de la proteina C antigénica presente en una mded@& plasmas de donantes sanos.
El limite de deteccion del ensayo es de 2%. Laagam intraensayo e interensayo
fue inferior al 6% y 9%, respectivamente.

Brevemente, como anticuerpo de captura se utilizanticuerpo monoclonal
anti-proteina C (C3), y como anticuerpo de detecs&utilizé la fraccion IgG de un
anticuerpo policlonal anti-proteina C conjugada peroxidasa. La reaccion se paro
a los 25 minutos. La curva de calibracion se piepdtizando diluciones seriadas
de una mezcla de plasmas de donantes sanos.

Los niveles de proteina Cfuncional se determinaron con un kit comercial
de proteina C IQstrumentation Laboratory, Milan, Italjabasado en un ensayo
cromogeénico que se desarrolla en dos etapas: lacon del plasma con el
activador de la proteina C y la cuantificacion aetoteina C activada usando un
substrato cromogénico sintético (la paranitroaailiberada se mide cinéticamente a
405 nm, siendo su nivel directamente proporcioralactividad de la proteina C de
la muestra). Los valores de la proteina C funciseatxpresan como % del valor de
la proteina C funcional presente en una mezcla8dpl&mas de donantes sanos.
Las variaciones intraensayo e interensayo fuer@nianes al 7%.

La deficiencia de proteina C se defini6 como elaagb de valores de
proteina C funcional inferiores a la media menakg&vios estandar en una mezcla
de plasmas de donantes sanos, que en nuestro certomrespondié a valores
inferiores al 70%. Siempre se recomienda confirlaadeficiencia en una segunda
determinacién y, si es posible, realizar estudioiliar.
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3.6.3. DETERMINACION FUNCIONAL DEL INHIBIDOR D E LA
PROTEINA C

La determinacion funcional del PCI se llevdé a caguiendo el método
previamente descrito [309] y sus valores se expreseno % del valor del PCI
presente en una mezcla de 28 plasmas de donantes &k limite de deteccion del
ensayo fue del 4%. La variaciéon intraensayo e émsayo fue inferior al 8 y 12%,
respectivamente.

Este ensayo se basa en la capacidad del PCI nanaoformar complejos
con la APC. En presencia de heparina a una coroétr final de 4-10 U/ml, la
adicién de un exceso de APC al plasma resulta érii@acion de complejos entre
todo el PCI plasmatico activo y parte de la APCdada mientras que el posible
PCI degradado o acomplejado no reacciona con la. A€ tanto, cuando a una
muestra plasmatica que contiene PCI se le afladxaeaeso de APC purificada en
presencia de heparina, la cantidad de complejos :IABIC formados sera
proporcional (el doble en términos de concentrgcedria concentracion de PCI
activo presente en la muestra.

Brevemente, a una alicuota de las muestras sadthdalfieparina y un exceso
de APC, y la mezcla fue incubada durante 60 minat8g°C. A continuacion, estas
mezclas se diluyeron convenientemente en tampd&juetoy se determinaron los
complejos APC:PCI mediante el ensayo de ELISA tigandwich” descrito
anteriormente.
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3. 7. OTROS PARAMETROS

3.7.1. OTROS PARAMETROS HEMOSTATICOS

Los niveles funcionales de fibrindgense determinarountilizando un reactivo
estandar de alta sensibilidad Ingtrumentation Laboratoiy

El fragmento 1+2 de la protrombina (F1+2)se midi6 por una técnica
comercial de ELISA Dade-Behring, Marburg, Alemaniaen plasma obtenido a
partir de sangre anticoagulada con citrato queetdatoenzamidina y PPACK.

Para la determinacion inmunolégica denlaantitripsina utiliz6 un método
de ELISA especifico, que se basa en la utilizad®ia fraccion IgG de antisuero de
conejo Calbiochem, La Jolla CA, EEUULa variacion intraensayo e interensayo
fue inferior al 8% y al 10%, respectivamente.

La proteina S funcional se determin6é como el grado de prolongacion del
tiempo de protrombina en presencia de trombopkastovina, iones calcio y APC,
empleando un ensayo comerciaisfrumentation Laboratody Los valores de la
proteina S funcional se expresan como % del vadoladproteina S funcional
presente en una mezcla de 28 plasmas de donantes ka variacion intraensayo e
interensayo fue inferior al 7%. Se definid deficdende proteina S como el hallazgo
de valores inferiores a la media menos 2 desviasndsr en una mezcla de plasmas
de donantes sanos, que en nuestro entorno corti§momalores inferiores al 60%.
Siempre se recomienda confirmar la deficiencia e segunda determinacion vy, si
es posible, realizar estudio familiar.
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3. 7. 2. OTROS PARAMETROS GENERALES

El colesterol total y los triglicéridos se determinaron con técnicas
enzimaticas en un autoanalizad®AX Technicon, Tarrytown NY, EEQULas
lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol) smiantificaron por
espectrofotometria después de precipitacion sedectbn heparina y manganeso
(DAX Technicop La concentracién de lipoproteinas de baja dewsi(LDL-
colesterol) se calcul6 con la féormula de Friedewald

Laglucemiase cuantificé por un método automatifAK Techicoin

Losniveles de proteina C reactivase determinaron mediante un método de
alta sensibilidad por nefelometridghringwerke AG, Marburg, Alemania

El indice de masa corporal (IMC) se calculé dividiendo el peso (en
kilogramos) por la altura (en metros) elevada abicado y se expreso en kg/m
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3. 8. TECNICAS MOLECULARES

3.8. 1. EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion del acido desoxirribonucleid®N) se emple6 eWizard
Genomic Purification kit(Promega, Madison WI, EEJUsn muestras de sangre
periférica anticoaguladas con EDTA. Este ensaymiperel aislamiento de ADN
gendmico de doble cadena a partir de diferentes tife muestras biolégicas, mas
concretamente en nuestro caso a partir de losdaasade sangre periférica de los
individuos estudiados.

Este método de purificacion de ADN se basa enronego de cuatro pasos
[311]. El primer paso consiste en la lisis espeaifie los eritrocitos mediante una
solucion que deja intactos los leucocitos. En wgusdo paso, los leucocitos y su
ndcleo son lisados y solubilizados. En este pumiopdoceso puede afadirse de
forma opcional un paso de degradacion de ARN maéalitn incubacion de las
muestras con una RNasa en las condiciones Optinsaa pu actividad.
Posteriormente se eliminan, por precipitacion salitas proteinas celulares
presentes como consecuencia de la previa degraddeitas estructuras celulares;
de esta forma los restos celulares son concenteadekfondo del tubo mientras que
el ADN gendmico de elevado peso molecular permanetato en solucion.
Finalmente, este ADN gendémico es concentrado Yy laldsamediante una
precipitacion con isopropanol y, tras su lavado etamol, es resuspendido en una
solucion tamponada para un adecuado uso o almaaram

Basicamente, el proceso de extraccion fue el enjei

1) A un tubo estéril de 1,5 ml que contiene 90ale una solucion de lisisCell
Lysis Solutiol se le afiade una alicuota de g0@e la muestra de sangre total y
se invierte varias veces para homogeneizarla.

2) Se incuba la mezcla durante 10 minutos en un awitadbital con el fin de lisar
los eritrocitos. Posteriormente se centrifuga digr@® segundos a 13000-16000

X g.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se elimina la mayor cantidad de sobrenadante moslbjando el pellet de
leucocitos. En aquellos casos en los que el pedlietzca contener globulos rojos
residuales o la muestra de partida haya estadoelzaley durante un largo
periodo de tiempo, se recomienda repetir los pdsB8spara una maxima
degradacion de los eritrocitos que, de otra formpadrian interferir
negativamente en los pasos subsiguientes.

Se resuspenden completamente los leucocitos agitagdrosamente la muestra
durante 10-15 segundos.

Para disgregrar los leucocitos, se afiade3@® una segunda solucioNyclei
Lysis Solutioh y la mezcla se pipetea varias veces para favotacksis. La
solucion se vuelve viscosa, y se recomienda intalthrrante 1 hora a 37°C
hasta que los grumos hayan desaparecido. Si na asdr podria afiadirse de
nuevo 10Qul de la solucién de lisis y repetir la incubacion.

Llegados a este punto del procedimiento se pueddzag de manera opcional,

una degradacion del ARN presente en la muestralameiaia cuidadosamente

con 1,5ul de RNasa A 4 mg/mIRromega mediante incubacién a 37°C durante
15 minutos. Antes de proseguir con el siguienteopaebe atemperarse la
muestra.

Para purificar el lisado nuclear deben precipitdaseproteinas que conforman
los restos celulares. Para ello, se afiaderull@® una tercera soluciéirotein
Precipitation Solutiohy la mezcla se agita vigorosamente durante 20nskys
hasta obtener grumos de proteinas en la solucion.

Para separar la solucion que contiene el ADN dedst®s celulares, la muestra
se centrifuga durante 3 minutos a 13000-16000 x g.

Se recupera el sobrenadante y se transfiere aho @stéril de 1,5 ml. Es
fundamental recuperar la mayor parte de sobrenadannh el ADN) que sea
posible, aunque debe despreciarse un pequefio woldetanismo que quedara
como remanente junto con el pellet de proteinasségvitara la contaminacion
de la solucién de ADN con las proteinas, puesfetieian en su purificacion.
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10) Al tubo que contiene el ADN se le afladen 30Qe isopropanol de grado
molecular para favorecer la precipitacion del ADBéte objetivo se consigue
incubando la muestra en un agitador orbital dur@nteinutos o hasta hacerse
visible la madeja de ADN.

11) La muestra se centrifuga durante 1 minuto a 13@IBO x g para recuperar el
ADN en forma de un pequefio pellet blanco.

12) Puesto que el pellet de ADN es extremadamentk thdlie prestarse un especial
cuidado a la hora de eliminar el sobrenadante,ulml puede realizarse por
decantacion o por aspiracion con una pipeta Pastqilar. Seguidamente, se
afladen 30Ql de etanol 70% y se invierte con cuidado pararlal/arecipitado y
las paredes del tubo. Seguidamente, la muestrangefega durante 1 minuto a
13000-16000 x g.

13) A continuacion se elimina con mucho cuidado efeoadante y se seca el ADN
durante 10-15 minutos a temperatura ambiente aottacal tubo invertido sobre
un papel secante o por aspiracion en el SpeedVac.

14) La muestra de ADN es resuspendida con dl0@e una cuarta solucioioNA
Rehydration SolutianTris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) durante todaau
noche a temperatura ambiente o a 4°C. Alternatiatan&a muestra puede
incubarse durante 1 hora a 65°C, a ser posiblagitgcion periddica.

La muestra de ADN resuspendido puede almacenarse8% hasta su
utilizacién, o bien congelar a —20°C.
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3.8.2. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DEL ADN MEDI ANTE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) eségn&a que permite la
amplificacion enzimatican vitro de un segmento especifico de ADN situado entre
dos oligonucledtidos que sirven como cebadores pasaserie de reacciones de
sintesis catalizadas por la polimerasa de ADN [31&} cebadores especificos para
cada PCR fueron proporcionados por MWG-Biote®oaghe, Highpoint WC,
EEUU).

El protocolo original de la PCR fue inicialmentesdrito por Saiki RK y col
[313], Mullis K y col [314] y Mullis K y Faloona FA315]. En él utilizaron el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. ga@ra catalizar la extensién de
los cebadores. Puesto que este enzima es inactvdde elevadas temperaturas
requeridas para la desnaturalizacion del ADN, SRkiy col [316] introdujeron una
ADN polimerasa termoestable purificada a partitadbacteria termofilica Thermus
aquaticus (Taq ADN polimerasa) [317], con una vigzdia de 40 minutos a 95°C y
una temperatura Optima de 75°C. De esta maneraataion de reconocimiento y
extension del cebador puede llevarse a cabo a tatapes en las que la union del
cebador a regiones no especificas es muy bajandeitademas la presencia de
estructura secundaria en el ADN molde.

El proceso sigue tres pasos fundamentales cugdic®m en sucesivos ciclos
aumenta de forma exponencial el nUmero de coplagtifier paso consiste en la
desnaturalizacion del ADN. Durante el segundo @38DN molde se hibrida con
los cebadores. En la fase final, la extension deatkena por la ADN-polimerasa a
partir de los cebadores acaba generando una celpfdddN molde.

La PCR es altamente tolerante a las impurezassienbestras de ADN a
amplificar, siempre que no contengan inhibidoreslalgolimerasa (urea, SDS
acetato sédico...). El fragmento del tamafio a divgdi puede oscilar entre 100 y
10000 pb. La cantidad de ADN molde necesaria para@dccion es muy baja, del
orden de Jug para ADN gendmico y la concentracién éptimaeexinucleotidos
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trifosfato se ha estimado en 2 de cada uno de ellos. La concentracion de
MgCl, en el tampdn influye mucho sobre el resultado aldPCR, por ello es
aconsejable realizar un ensayo previo para optitaiza

El protocolo de PCR utilizado fue el siguiente:

1) Desnaturalizacion inicial: mediante la incubacide la muestra a elevada
temperatura se separan las dobles cadenas de AiaNopder ser copiadas. Suele
realizarse a 94°C durante 3 minutos, aunque pusctennentarse hasta 96°C e
incluso hasta 5 minutos en moldes ricos en guayniciéosina o con alto grado de
estructura secundaria, si bien hay que tener ent@ugue la Taq polimerasa
expuesta a elevadas temperaturas durante intepralosmgados pierde su actividad.

2) Un namero de ciclos de PCR constituidos por lasisiges etapas:

2.1- Desnaturalizacion: incubacién a 95°C aproxanaehte, entre 30 segundos
y 1 minuto, para permitir la separacién de las e®lbhdenas de ADN.

2.2- Hibridacién: al disminuir la temperatura de rfeezcla de reaccion, se
permite que los cebadores hibriden con su secudmamadloga del ADN
molde para la posterior elongacion de los fragnment@ temperatura de
hibridacién determina si las condiciones de la #ination son permisivas
(baja temperatura de hibridacién) o restrictivadta(atemperatura de
hibridacién) condicionando la especificidad y ehdiniento de la PCR,
puesto que los cebadores pueden hibridar a seasenoi complementarias
dando lugar a la sintesis de fragmentos no espesjficuya produccion
compite con la de los productos especificos, read el rendimiento final
de la PCR. Esta temperatura debe establecerse ianmnte para cada
ensayo. El paso de hibridacion de cada ciclo suetar de 30 segundos a 1
minuto.

2.3- Extension: se aumenta la temperatura de |atmaupara permitir que la Taq
polimerasa copie la secuencia del ADN molde inc@apdo detras de los
cebadores hibridados sobre el ADN los nuclettidieaados, generando asi
nuevos fragmentos. Por las caracteristicasad&aly polimerasa, la duracion
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optima de la extension de cada ciclo suele ser anito a 72°C, pero para
fragmentos de PCR mas largos de 1 kb debe empleatsempo de extension
de 1 minuto/kb de ADN. Esto es debido a que el marde fragmentos que se
obtienen en la PCR es exponencial: el numero tieatopias del fragmento
deseado es d€',2siendo n el nimero de ciclos. Hacia el final @ePCR la
actividad de la Tag se va extinguiendo y la dispididad de nucleétidos y de
cebadores es menor. Por ello, la extension deamtidad de fragmentos
costard proporcionalmente mucho mas que en lo®scioliciales y se
recomienda realizar la extension durante un peria#o tiempo mas
prolongado, incluso con un paso de extension final.

3) Extension final: este paso es opcional y suelezaaak a 72°C durante 4-10
minutos para permitir que todos los fragmentos spiestan generando puedan ser
copiados completamente. Una extension excesivanpeokengada puede dar lugar
a la obtencion de bandas inespecificas de mayormekecular a la banda esperada.

3.8.3. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO 4G/5G DE L
PROMOTOR DEL GEN DEL PAI-1 MEDIANTE PCR

La técnica de PCR utilizada para genotipar elnpmifismo 4G/5G del
PAI-1 se baso en la descrita por Margaglione Myf318] con modificaciones.

Los cebadores especificos utilizados fueron losiesiges:
- Forward oligonucleotide: 5'- CACAGAGAGAGTCTGGCCAC&’
- Reverse oligonucleotide: 5'- CCAACAGAGGACTCTTGGTEZ’

Las condiciones del programa para la PCR se aefle) la Figura 3.7.
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1.- Desnaturalizacion: 95°C, 3 minutos.
2.- Desnaturalizaciéon: 95°C, 1 minuto.
3.- Hibridacién: 60°C,1 minuto.

4 .- Extension: 72°C, 2 minutos.

6.- Extension final: 72°C, 5 minutos.

5.- Repeticién de los pasos 2, 3y 4: 30 ciclos. n“és

Figura 3.7. Condiciones del programa para PCR delPA

A continuacion, 20ul del producto amplificado se sometieron a dig@stio
durante 210 minutos a 55°C con 1 U del enzima skeiceion Bsl1 | New England
Biolabs, Ipswich MA, EEUY Después de la digestion, la muestra se sometio a
electroforesis en un gel de agarosa al 4%, duhtaeinutos a 90 V. El resultado de
la electroforesis de la digestion del fragmento ldioa@do del PAI-1 ofrece tres
posibilidades: una Unica banda de 98 pb si se ttatain individuo homocigoto
4G/4G, tres bandas de 98, 77 y 22 pb si se tratsndeeterocigoto 4G/5G, o bien,
dos bandas de 77 y 22 pb en caso de tratarse dejeto homocigoto 5G/5G. La
utilizacion de un gel de agarosa del 4% permite ashecuada separacion de las
bandas, a pesar de que con estas condiciones nwissaliza la banda
correspondiente a 22 pb. Por lo tanto, un sujetoet@enotipo 4G/4G presenta una
Gnica banda de 98 pb, un sujeto con el genotip®@@@tesenta dos bandas una de
98 y otra de 77 pb, mientras que un sujeto cormbtipo 5G/5G presenta una Unica
banda de 77 pb. Como referencia se incluyen mareadi® masa molecular, a partir
de los cuales se clasifican las bandas correspurdiea las muestras problema
(Figura 3.8.).
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Figura 3.8. Genotipado del polimorfismo 4G/5G dedrgdel PAI-1, resultado de la electroforesis en gel
de agarosalos pocillos 2 y 5 corresponden al genotipo 4G/S,pocillos 3 y 6 al genotipo 4G/5G y
los pocillos 4 y 7 al genotipo 5G/5G; los pocillby 8 son marcadores.

3.8. 4. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO C1040T DE L GEN
DEL TAFI MEDIANTE PCR.

El polimorfismo C1040T del gen del TAFI se analigér un PCR alelo-
especifico y digestién endonucleasa.

El par de cebadores especificos del TAFI se digdilizando el analisis
software especifico de cebador (Oligo 4.0) y lausacia se analiz6 por FASTA en
la base de datos EMBL (http://www.emblheidelberf.d&l par de cebadores
utilizados fue el siguiente:

- Forward oligonucleotide: 5-GCTTTGTTCAGCATTGTCATA3’
- Reverse oligonucleotide: 5’-CAATTGTGATTGCCATAAAGT-3’

La PCR del producto obtenido de 453 pb se llev@l@o an un termociclador
Eppendorff en un volumen final de fi0que contenia 0,Ag de ADN gendmico, 15
pmoles de cada cebador, 2.5 mM MgQDOuM de nucledtidos, 1X PCR Buffer y 1
U Taq ADN Polymerasdr{vitrogen, Carlstadt CA, EEU)[Figura 3.9).
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1.- Desnaturalizacion: 95°C, 1 minuto.
2.- Hibridacién: 60°C,1 minuto.
3.- Extensién: 72°C, 2 minutos.

6.- Extension final: 72°C, 5 minutos.

5.- Repeticion de los pasos 2, 3y 4: 26 ciclos. rrﬂés

Figura 3.9. Condiciones del programa para PCR deHIA

A continuacién, 20ul del producto amplificado se sometieron a digestio
durante 3 horas a 37°C con 5 U del enzima dedaeisini Spe | lew England Biolals
y los fragmentos obtenidos segun el genotipo da @adividuo se esquematizan a
continuacion (Figuras 3.10 y 3.11). La utilizacd®un gel de agarosa del 3% permite
una adecuada separacion de las bandas, a pess de gstas condiciones las bandas
de 236 y 217 pb no se separan completamente. FPamtlm un sujeto con el genotipo
TT presenta una Unica banda a 453 pb, un sujetelcgenotipo CT presenta dos
bandas a 453 y 236-217 pb, mientras que un supeieelcgenotipo CC presenta una
Unica banda a 236-217 pb. Como referencia se iecluparcadores de masa
molecular, a partir de los cuales se clasifican Hasdas correspondientes a las
muestras problema.

500 pb ---

100 pb -

Figura 3.10. Genotipado del polimorfismo C1040T dgn delTAFI, resultado de la electroforesis en
gel de agarosal.os pocillos 2 y 5 corresponden al genotipo CC igwate Thr/Thr), los pocillos 3y 6 al
genotipo CT (variante Thr/lle) y los pocillos # yal genotipo TT (variante lle/lle); los pocilldsy 8 son
marcadores.

90



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis egionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Material y Métodos

@ ADN amplificado por PCFk

‘<::IEII] Spe | @

Productos de

@ Electroforesis en digestion @ L,
Tincién con

Id | 3% L
gel de agarosa al 570 ‘ bromuro de etidio

Caso 2: sujeto

EBD I SUEED heterocigoto CT

homocigoto TT

Caso 3: sujeto
homocigoto CC

‘ 3 fragmentos: 453 pb ‘
1 fragmento: 453 pb 236 pb 2 fragmentos: 236 pb
217 pb 217 pb

Figura 3.11. Esquema de la técnica para el genotipadel polimorfismo C1040T del gen del TAF$e
amplifica el ADN mediante PCR (1) y el fragmentapéificado de ADN obtenido se somete a la accién
de la enzima de restriccion Spe | (2). Se praatica electroforesis con los fragmentos obtenidoy (&
tifen las franjas con bromuro de etidio (4) paraualizar los resultados. Se presentan los tamafos d
los fragmentos en funcién del polimorfismo C10463sente en cada sujeto. El genotipo TT corresponde
a la variante lle/lle, el genotipo CT a la varianitér/lle y el genotipo CC a la variante Thr/Thr.

3.8.5. DETECCION DEL FACTOR V LEIDEN Y DE LA M UTACION
G20210A DEL GEN DE LA PROTROMBINA.

El interés por el estudio del factor V Leiden ylaenutacion G20210A de la
protrombina se basé en su capacidad para promad@riombosis (por aumentar
la generacién de trombina) y, simultAneamente, idigimla actividad fibrinolitica
de forma indirecta (pues la trombina es el maydivador del TAFI y de esta
manera aumentaria el potencial antifibrinolitico).
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La presencia defactor V Leiden se evaluo utilizando el kit comercial de
deteccién LightCycler-Factor V Leiden Mutation Detten Kit (Roche Molecular
BiochemicalsMannheim, Alemania) (Figura 3.12).

La presencia de lautaciéon G20210A del gen de la protrombinae evalud
con el kit de deteccion comercial LightCycler Poatbin-G20210A Mutation
Detection Kit Roche Molecular Biochemicals

Los ADNs de los genotipos homocigotos (mutante rynad) y heterocigotos
se amplificaron y analizaron con un LightCycler tltament, utilizando sondas
especificas para hibridacibRqgche Molecular Biochemicals

A (mutante) G (normal)

—EDJ_I’ e p— e m N e e e R me N SRR R SR Ll

]
8,091 P Pk

08 ey &k

0.08~
!50,07 :I / ) I,"I \
Eﬂm{ P o™ |
0.05 P R & Ll \

0.04-
0.03-1

Figura 3. 12. Curva patron de los tres posibles gépos del factor V para la deteccion del factor V
Leiden.La muestra representada en roja corresponde a jetsthomocigoto para el factor V Leiden, la
negra a un sujeto heterocigoto para el factor Vdeaiy la azul a un individuo sin la mutacion deitda V
Leiden.
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3. 9. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizé el pagestdistico SPSS 11.5 para
Windows SPSS In¢ Chicago IL, EEUU) y se consider6 estadisticament
significativo un nivel de p< 0,05.

Se aplicé el test de normalidad de Kolmogorov-8ovrlLilliefors a las
variables cuantitativas continuas. Algunas demuastraposeer distribuciones
normales (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-esierol, TAFlag, TAFlfc,
cociente TAFlIfc/ag, PClag, tPAag, TLE, fibrinOgemmtre otras) y sus valores se
expresaron como media + 1 desvio estandar. Parpatamlas medias de estas
variables cuantitativas continuas con distribucimrmal se utilizé el test t de
Student o el test de ANOVA, segun correspondiera gdlonimero de grupos
analizado. Cuando el test de ANOVA detecto difei@nsignificativas entre las
medias, se aplico el test de Bonferroni, Scheffaikey para establecer qué grupos
presentaban diferencias estadisticamente sigmfasatentre si. El estudio de
correlaciones entre dos variables de este tip@asé én el método de correlacion de
Pearson. En caso de no cumplir criterios de nodadli[triglicéridos, VLDL-
colesterol, PAIl-lag, PAI-1fc, Lp(a), APC, proteifareactiva, entre otros], sus
valores se expresaron como mediana y rango (pérdé®db-percentil 90%) y se
aplicaron tests no paramétricos, como la U de MaAihitney o el test de Kruskal-
Wallis, segun correspondiera por el nimero de grgmalizado. Para el andlisis de
correlaciones entre dos variables, de las que absiana tenia una distribucion no
normal, se aplic6 el método de correlacion de $paar Determinadas variables
continuas (PAl-1ag, PAI-1fc, TAFlag y TAFIfc) fuarcanalizadas también como
variables discretas previa transformacion en deartsegun los puntos de corte
correspondientes a los percentiles 25%, 50% y 75% distribucién de controles.
Igualmente, los niveles de Lp(a) se analizaron cuar@ble dicotomica utilizando
el punto de corte de 30 mg/dl para diferenciarsaslgetos con concentraciones altas
[Lp(a) 230 mg/dl] o bajas [Lp(a)<30 mg/dl], tal y como s \enido haciendo con
anterioridad en la literatura.
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Para comparar variables discretas se utilizostldex® excepto en aquellos
casos en los que menos del 80% de las casillapal¢abla de 2x2 tenian valores
esperados mayores de 5; entonces se aplicé elsdb de Fisher. Fueron variables
discretas los factores de riesgo cardiovasculgreftension arterial, dislipemia,
tabaquismo, diabetes mellitus y obesidad), el gemale PAI-1, el genotipo del
TAFI, la isoforma mayoritaria de apo(a), la preserdel factor V Leiden o de la
mutacion G20210A de la protrombina, entre otras. dincaso de variables
dicotbmicas se mostraron las odds ratio (OR) obtenicon sus correspondientes
intervalos de confianza (IC) al 95% y, en casoethert que transformar una variable
discreta con mas de dos categorias en otra dicodmsiempre se tomé como
referencia aquella con menor riesgo a priori.

El analisis multivariante ajusto los resultadosat®lisis univariado segun dos
modelos de regresion logistica. El primero (modgloncluyé los llamados factores
de riesgo cardiovascular, mientras que el segunumélo 2) incorporé ademas
otros aspectos de interés, segun la variable adalizEn el caso de variables
continuas se mostraron los valores de p y se eatmulas OR para cada incremento
o0 disminucion de 1 desvio estandar en su concéhtrasegun la variable
seleccionada. En el caso de variables discretamasraron las OR con sus
correspondientes IC 95%.

Tras dicotomizar las variables de interés, su as@m con el desarrollo de
eventos tromboticos en la evolucion se analiz6 elotest de Kaplan-Meier (Log
Rank). El valor del PAI-1ag, del PAI-1fc, del TABl& del TAFIfc correspondiente
a los percentiles 80% y 90% sirvieron como pun®gatte para analizar el efecto
de los niveles altos de estas variables como pgogd&de eventos tromboticos en la
evolucion. En cuanto a la Lp(a), se utilizd el punke corte de 30 mg/dl para
estudiar su asociacion con los eventos adverspalnkénte, se utilizo el valor de
APC correspondiente al percentil 10% y al 20% cqunato de corte para analizar el
efecto de los niveles bajos de esta variable camdigiora de eventos tromboticos
en la evolucion.
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Con el objeto de facilitar la interpretacion de esultados, se expondran los
datos obtenidos siguiendo el siguiente esquema:

4.1. Andlisis descriptivo general:
4.1.1. Comparacion entre pacientes y controles
4.1.2. Caracteristicas especificas de los pacientes

4.2. Parametros de la fibrinolisis y la coagulacion
4.2.1. Marcadores de riesgo de infarto de miooadidad precoz.
4.2.1.1. Sistema fibrinolitico: inhibidor del activadorlggasmindégeno
tipol, inhibidor de la fibrinolisis activable pwombina y otros
4.2.1.2. Lipoproteina (a)
4.2.1.3. Sistema de la coagulacion: proteina C activadalante, factor
V Leiden y mutacion G20210&\ld protrombina

4.2.2. Marcadores de extension y severidad deféaraedad coronaria y/o
del desarrollo de eventos en la evolucion

4.2.2.4. Sistema fibrinolitico: inhibidor del activaddel plasminégeno
tipol e inhibidor de la fibrinoksactivable por trombina

4.2.2.5. Lipoproteina (a)

4.2.2.6. Sistema de la coagulacion: proteina C activadaleinte, factor
V Leiden y mutacion G20210Alderotrombina

4.2.2.4. Otros parametros: fibrindgeno y proté&naactiva

NOTA: En general, todos los analisis utilizan cagnopo de pacientes el conformado
por los pacientes que completaron el protocolo leosegunda extraccion en fase
clinica estable (N=222). Para no perder a aqu@#msentes con peor evoluciéon y
mortalidad precoz, en los analisis genéticos sielyiamon a todos los pacientes que
participaron inicialmente en el estudio con unanpra extraccion realizada durante la
fase aguda y destinada al andlisis de los aspaygosticos de las variables
seleccionadas (N=237). Los motivos por los que a8ieptes no completaron el
estudio fueron por declinar acudir a la segundaaesibn (N=11) y por exitus durante
los 3 primeros meses de evolucion tras la inclu@iémt).
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4. 1. ANALISIS DESCRIPTIVO GENERAL

4.1.1. COMPARACION ENTRE PACIENTES Y CONTROLES

A continuacién se muestran las caracteristicagcanmas relevantes de los
grupos de pacientes y controles. Tal y como sexplicado antes, los resultados que
se muestran corresponden al grupo de pacientescopletaron el protocolo
(N=222). Sin embargo, interesa destacar que lap@@uiones para edad, sexo y el
resto de caracteristicas clinicas fueron similaletener en cuenta la totalidad de
pacientes incluidos en el estudio (N=237) (datosostrados).

Tal y como se observa en la Tabla 4., no se eraont diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la gdeldsexo de pacientes y controles
(p=0,103 y p=0,799, respectivamente). Llama lacbengue los pacientes presentaron
cifras de colesterol total y fraccionado (HDL-, LDy VLDL-colesterol) menores que
los controles, lo cual se puede explicar por elgesteralizado de estatinas en primer
grupo para cumplir los objetivos de prevencion sdatia.

En general, la prevalencia de los factores deaieagdiovascular fue similar a
la descrita en otros estudios y registros realgago nuestro pais [7,8]. Todos los
factores de riesgo cardiovascular fueron signifiaatente mas frecuentes en el grupo
de pacientes que en el de controles (Tabla 4.1),QR no ajustada de 11,5 para
tabaquismo, 4,5 para hipertension arterial, 2,2a pdinbetes mellitus, 5,3 para
dislipemia y 2,4 para obesidad. Las ORs ajustadasbsuvieron del modelo de
regresion logistica que incluia todos estos fastole riesgo cardiovascular. Todos
ellos mantuvieron diferencias estadisticamente ifgigtivas entre pacientes y
controles, con ORs ajustadas similares a las nstaajas, salvo en el caso de la
diabetes mellitus (Tabla 4.1).
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Pacientes Controles p
N=222 N=200
Edad (afios) 44,9451 43,88,3 0,103
Sexo (hombres/mujeres) 198/24 180/20 0,799
Colesterol total (mMol/l) 4,92+1,00 5,5%1,00 <0,001
HDL-colesterol (mMol/l) 1,11+0,25 1,220,32 0,002
LDL-colesterol (mMol/l) 3,04+0,84 3,630,94 <0,001
VLDL-colesterol (mMol/l) 0,67 0,62 0,032
(0,39-1,27) (0,31-1,27)
Triglicéridos (mMol/l) 1,49 1,21 <0,001
(0,84-2,85) (0,65-2,60)
OR (IC 95%)
No ajustada Ajustada
Tabaquismo (%) 89,2 41,7 11,5 12,7
(6,9-19,2) (6,5-24,7)
Hipertension arterial (%) 36,0 111 4,5 55
(2,7-7,6) (2,3-13,1)
Diabetes mellitus (%) 18,9 9,5 2,2 4,9
(1,3-3,9) (1,6-15,6)
Dislipemia (%) 67,1 27,6 5,3 3,7
(3,5-8,1) (2,1-6,6)
Obesidad (%) 26,6 131 2,4 2.8
(1,5-4,1) (1,2-6,5)

Tabla 4.1. Caracteristicas epidemioldgicas y faetorde riesgo cardiovascular en los grupos de
pacientes y controlesLas variables continuas con distribucion normal expresan como media 1
desvio estandar y para la comparacion de estasbés entre los dos grupos se ha aplicado el tdst t
Student para muestras independientes. Las variatatinuas con distribucién no normal se expresan
como mediana y rango (percentil 10%-percentil 9§86e ha aplicado el test U de Mann-Whitney para
la comparacién de estas variables entre los dogpgsu Las variables dicotémicas se expresan en
porcentajes y se ha aplicado el test gelpara la comparacion de estas variables entre los grupos.
Se proporcionan las ORs con sus respectivos IC58 @omo estimacién del riesgo, de forma no
ajustada y ajustada para los factores de riesgodiarascular (tabaquismo, hipertension arterial,
diabetes mellitus, dislipemia y obesidad) a pattrun modelo de regresién logistica. Véase “Materia
Métodos” para la definiciobn de tabaquismo, hipedgiEm arterial, diabetes mellitus, dislipemia, y
obesidad. N: tamafio muestral; p: significacion déstica; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza
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4.1.2. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LOS PACIENTES

Las caracteristicas clinicas mas relevantes deéguent® de vista cardioldgico
del grupo de pacientes se resumen en la TablaDégaca que el 13,9% referia
historia previa de angina de pecho, el 55% dertmfde miocardio, el 2,9% de
revascularizacion coronaria percutanea, el 1,7%irdgia de bypass aortocoronario y
el 14,8% de cardiopatia isquémica familiar a edatqz, datos superponibles a los
descritos en trabajos previos [12].

Pacientes (N=237) N (%)
Claudicacion intermitente 15 (6,3)
Angina previa 33 (13,9)
Infarto de miocardio previo 13 (5,5)
Revascularizacion coronaria percutanea previa 95 (2
Revascularizacién coronaria quirirgica previa A1
Antecedentes familiares de cardiopatia isquémieagar 35 (14,8)

Tabla 4.2. Caracteristicas clinicas de los pacient€Cardiopatia isquémica precoz: cardiopatia
isquémica en padres 0 hermanos con inicio en edfadior a 51 afios. N: tamafio muestral.

En cuanto a los detalles mas significativos deldsg por infarto de miocardio
(Tabla 4.3), destaca que el 24,5% correspondieliofagos sin elevacion inicial del
segmento ST y el 75,5% a infartos con elevacidahilel segmento ST, de los cuales
el 81,0% fueron tratados con trombolisis. De losigrdes en los que se cuantifico la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (N3Rlel 65,7% presentaron buena
funcion sistolica, el 20,7% depresion ligera y 6% depresion moderada-severa. La
prueba de esfuerzo como test de estratificacidedgo postinfarto estuvo de alguna
manera infrautilizada en la poblaciéon estudiadayuasolo se solicité en el 37,1% de
los pacientes, siendo ademas no concluyente (pafcaozar la frecuencia cardiaca
submaxima) en un porcentaje nada desdefable (26R¥ojiltimo, se realizé estudio
coronariografico en el 86,5% de los pacientes, layamia de las veces por
complicaciones en la evolucion clinica o a criteléb médico responsable (por criterio
de “edad”), pero no en funcién de un resultadotposen la estratificacion no invasiva
de riesgo.
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Pacientes N (%)

Manifestacion electrocardiografica inicial (N=237)

* IMA con elevacion inicial del segmento ST 179 (75,5)
* IMA sin elevacion inicial del segmento ST 58 (24,5)

Trombolisis (N=179)*

. Si 145 (81,0)

. No 34 (19,0)
Fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (N3)21

* Buena 140 (65,7)

« Depresion ligera 44 (20,7)

« Depresiéon moderada-severa 29 (13,6)

Test de Esfuerzo (N=88)

«  Negativo 47 (53,4)
* Positivo 18 (20,5)
* No concluyente 23 (26,1)

Coronariografia (N=205)
* Presencia/ausencia de lesiones coronarias sighiéisa

- presencia de lesiones significativas 29 (14,1)

- ausencia de lesiones significativas 176 (85,9)
* Numero de vasos afectados

- Ovasos 29 (14,1)

- 1lvasos 85 (41,5)

- 2vasos 57 (27,8)

- 3vasos 34 (16,6)
e Severidad-extensién de la aterosclerosis coronaria

- Aterosclerosis ausente 25 (12,2)

- Aterosclerosis leve 149 (72,7)

- Aterosclerosis grave 31 (15,1)

Revascularizacién coronaria durante el ingreso @N¥2

« Intervencionismo coronario percutaneo 116 (48,9)
+ Cirugia de bypass aortocoronario 26 (11,0)

Tabla 4.3. Detalles del ingreso por infarto agude dhiocardio referido al grupo de pacientegéase
“Material y Métodos” para la definicion de cada viable. N: tamafio muestral.

*El apartado de trombolisis se refiere exclusivateenl subgrupo de pacientes que debutaron con
elevacion inicial del segmento ST en el electrogama.
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Finalmente, una vez definidos los eventos mayeresl apartado 3.1 de
Material y Métodos, se analizo su incidencia egrepo de pacientes desde el inicio de
la inclusién (septiembre de 2000) hasta septiead2005 (periodo de seguimiento de
30,7+24,3 meses) (Tabla 4.4). Se registraron 8xgih total, 7 de causa trombotica (6
por sindrome coronario agudo y 1 por accidentewascerebral) y 1 por rotura de un
aneurisma de aorta abdominal. De los 6 exitus jpoir@ame coronario agudo, 5 de
ellos sucedieron durante el ingreso inicial poanta agudo de miocardio (mortalidad
intrahospitalaria 2,1%). En cuanto a los reingrefsausa trombaotica, se registraron
56, la mayoria de ellos (53) por sindrome cororagiado (45 por angina inestable y 8
por reinfarto no fatal) (Tabla 4.4).

Pacientes y eventos N (%)
Exitus (N=237)
. s 8 (3,4)
- Trombdtico 7 (2,9)
Sindrome coronario agudo 6 (2,5)
Accidente vascular cerebral 1(0,4)
- No trombético* 1(0,4)
. No 229 (96,6)
Reingreso trombético (N=229)
. Si 56 (24,4)
Sindrome coronario agudo 53 (23,1)
Accidente vascular cesdbr 3(1,3)
+ No 173 (75,5)

Evento combinado (N=237)
e Si 63 (26,6)
e No 174 (73,4)

Tabla 4.4. Eventos al final del seguimiento en eligo de pacientesEvento tromboético (en cursiva):
exitus, reingreso y combinado de exitus y/o reisgme causa trombotica. N: tamafio muestral.

*Un paciente fallecié por rotura de un aneurismaateta abdominal.

YEl apartado de reingresos trombéticos se refiereaquellos pacientes que no fallecieron en la
evolucion.
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El analisis univariado posterior (Kaplan Meier, L&ank) comprobd que
ninguno de los factores de riesgo cardiovasculgveltension arterial, diabetes
mellitus, dislipemia, tabaquismo y obesidad) seciasde forma significativa al
desarrollo de eventos, aunque la diabetes meljitesentd una tendencia no
estadisticamente significativa con el evento coadon (exitus y/o reingreso
trombotico) (p=0,088). La presencia de depresiodaerara-severa de la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo se asocio sigaifvamente con el exitus trombético
(p=0,001), pero no con los otros eventos analizdeloalmente, del resto de variables
clinicas (sexo masculino, no revascularizacionreana en el ingreso inicial, presencia
de lesiones coronarias significativas, enfermedadtrds vasos y aterosclerosis
coronaria difusa) ninguna se asoci6 significativatme cualquiera de los tres eventos

(Tabla 4.5).

Pacientes . .
Exitus Reingreso Evento
N=237 trombético  trombético  combinado
(N=7) (N=56) (N=63)
p p p

Sexo masculino 0,905 0,904 0,895
Tabaquismo 0,754 0,639 0,788
Hipertension arterial 0,665 0,640 0,543
Diabetes mellitus 0,101 0,214 0,088
Dislipemia 0,582 0,303 0,405
Obesidad 0,190 0,264 0,352
Depresién moderada-severa de la de la fraccion|de 0,001 0,286 0,914
eyeccion del ventriculo izquierdo
Presencia de lesiones coronarias significativas 3880, 0,995 0,906
Enfermedad de tres vasos 0,200 0,613 0,466
Aterosclerosis coronaria difusa 0,829 0,102 0,137
Revascularizacion coronaria durante el ingreso 20,99 0,885 0,899

Tabla 4.5. Analisis univariado de los eventos aidl del seguimiento: asociacion con los factores de
riesgo y con determinadas variables clinicas engalipo de pacientestvento combinado: exitus y/o
reingreso de causa trombotica. El valor de p sebtenido a partir del test de Kaplan-Meier, Log Ran

N: tamafio muestral; p: significacion estadistica.
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4. 2. PARAMETROS DE LA FIBRINOLISIS Y LA COAGULACIO N

Los parametros seleccionados del sistema de lalleaa@n y de la fibrinolisis
se analizaron desde dos puntos de vista, como dasesade riesgo de infarto de
miocardio a edad precoz (apartado 4.2.1) y comgadares de la extension-severidad
de la enfermedad coronaria asi como del desarddloceventos en la evolucion
(apartado 4.2.2). Se valoraron las caracteristyeagticamente determinadas y los
niveles plasmaticos de las variables seleccionadas.

4.2.1. MARCADORES DE RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO A
EDAD PRECOZ

Para estimar la posible relacion de las variablelecsionadas con el
desarrollo de infarto de miocardio a edad precoalizamos los grupos de pacientes
y controles. A continuacion se desarrollan cadadetos apartados que engloban a
las variables seleccionadas.

4.2.1.1. SISTEMA FIBRINOLITICO: INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL
PLASMINOGENO TIPO 1, INHIBIDOR DE LA FIBRINOLISIS
ACTIVABLE POR TROMBINA'Y OTROS

Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1

En la Tabla 4.6 se muestra la distribucion de libsrehtes genotipos del
polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 (4G/4G, 4G/$GBG/5G). Tanto en el grupo
de pacientes como en el de controles los genosipasncontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberty.

"V En un modelo de herencia codominante la distréudie los genotipos (aa, ab, bb) de un polimorfisom
2 alelos (a, b) se encuentra en equilibrio de Havdyaberg, siempre que la poblaciéon sea grande st e
sometida a mutacion o seleccion y los sujetosnepgreja al azar. Siendo p la frecuencia del aefaq la del
alelo b, en el equilibrio de Hardy-Weinberg la frencia de los genotipos aa, ab y bb &s2pq y 4,
respectivamente, puesto quétzpg+d=1 y p+q=1. Si la hipétesis nula que afirma que flesuencias
esperadas (Eson similares a observadas;)(Qna poblacién esta en equilibrio de Hardy-Weighsirtras
comparar las Feon Q se obtiene un valor d¢ [x°=([Oaa-Ea&]Eaa) + ([Oab-EabjEab) + ([Obb-EbB]Ebb)]
mayor al valor dex® establecido para los grados de libertad (n° detgmos posibles—1) y nivel de
probabilidad oportunos. Para 2 grados de libedach¢ es este caso) la hipotesis nula se descartaatores
dex>>6,0, pues implican p<0,05 de que sea cierta. Bupst en controles’=0,4 y pacienteg’=2,3, no puede
descartarse la hip6tesis nula en ningiin caso @s da ambos grupos la herencia del polimorfist@56 del
PAI-1 sigue el modelo de la herencia codominante).
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La distribucidn del polimorfismo 4G/5G del gen d&Al-1 fue diferente en
pacientes y controles (p=0,005) (Figura 4.1). Tamoael genotipo 5G/5G como
grupo de referencia (subgrupo de menor riesgo)cateularon las ORs (como
estimacion de riesgo de cardiopatia isquémica pyepee supone la presencia de un
genotipo 4G/5G, por un lado, y 4G/4G, por el otrbakla 4.6). Ambas
circunstancias incrementaron el riesgo en torno\ecs de forma significativa
(Tabla 4.6). Al analizar la presencia/ausenciaatielb 4G en pacientes y controles,
se encontraron diferencias significativas a fawwuda mayor presencia del alelo 4G
en los pacientes (OR no ajustada 2,0 IC 95% 1,3¢Bdbla 4.6 y Figura 4.2.).

100%
80% Polimorfismo 4G/5G del
gen del PAI-1. Genotipos:
60% O sciscl
40% B 4cicE
B sG/i4cH

20%

0%
Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.1. Comparacién entre pacientes y controleasada en la distribucién de genotipos del
polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-El valor de p se ha obtenido del testyfeN: tamafio muestral;
p: significacion estadistica.

»
-~

<=~ p=0,001

-4G: 21,1% 4G 718.9% ' -4G: 35,0% +4G: 65,0%

~
-
't

Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.2. Comparacién basada en la presencia cancia del alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del
gen del PAI-1 El valor de p se ha obtenido del test gfe N: tamafio muestral; p: significacion
estadistica; +4G: presencia del alelo 4G; -4G: ansia del alelo 4G.
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También se estudiaron las diferencias entre pasgntontroles en funcién
del genotipo analizando las frecuencias alélicaslodealelos 4G y 5% Los
pacientes presentaron una frecuencia alélica delmEyor que los controles
(p=0,005) (Tabla 4.6). Finalmente, se ajustaronsestsultados con un modelo de
regresion logistica que incluyé los factores desgte cardiovascular, es decir,
tabaquismo, hipertension arterial, diabetes msllitlislipemia y obesidad. En este
modelo, las ORs asociadas a los genotipos 4G/5GGMG se mantuvieron
ligeramente por encima de 2,0, siempre con difémsncestadisticamente
significativas. Igualmente, la presencia del ak®® mantuvo una OR ajustada de
2,0, también estadisticamente significativa (Td&.

Objeto del analisis Pacientes Controles OR OR
N=237 N=200 (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada ajustada
Genotipos, N (%):
. 5G/5G 50 (21,1) 70 (35,0) 1* 1*
. 4G/5G 132 (55,7) 94 (47,0) 2,0 (1,3-3,0) 2,3(1,34,1)
. 4G/4AG 55 (23,2) 36 (18,0) 2,1 (1,2-3,6) 2,3(1,1-4,7)
Alelo 4G, N (%):
» Ausencia de 4G 50 (21,1) 70 (35,0) 1 1
« Presencia de 4G 187 (78,9) 130 (65,0) 2,0 (1,3-3,1) 2,0 (1,2-3,5)
Frecuencia alélida
* FA(5G) 0,49 0,59 ) )
* FA(4G) 0,51 0,41 i i

Tabla 4.6. Comparacion entre pacientes y controlessada en el polimorfismo 4G/5G del gen del
PAI-1. Las ORs se han calculado a partir modelos deeasign logistica que incluian la variable de
interés para la OR no ajustada y la anterior mas factores de riesgo cardiovascular para la OR
ajustada, siempreomando como grupo de referencia el de menor riesgdori (el genotipo 5G/5G en
el primer andlisis y la ausencia del alelo 4G ersefjundo). FA: frecuencia alélica; OR: odds ratiG;
intervalo de confianza; N: tamafio muestral; p: sfipacion estadistica.

* Grupo de referencia con menor riesgo a priori.

¥Test dey’ con p=0,005.

V Las frecuencias alélicas (FA) se calculan deglaisite manera:

FA(BG)= (Nigiset 2 X Nsgis@) / (2 X N)

FA(4G)= (Nigisct 2 X Niiag) / (2 X N)

Siendo en cada grupo clinicad¥s Nsgise ¥ Nacue €l niUmero de sujetos con genotipo 4G/5G, 5G/5G y
4G/AG, respectivamente y N el nimero de sujetak tot
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Los pacientes presentaron niveles significativamenayores de PAI-lag y
PAI-1fc en comparacion con los controles (p notaps <0,001 en ambos casos)
(Tabla 4.7). Estos resultados se ajustaron parastdds factores de riesgo
cardiovascular en dos modelos de regresion logjstie decir, hipertension arterial,
tabaquismo, dislipemia, diabetes mellitus y obebidmodelo 1) y para los
anteriores mas la presencia del alelo 4G (mode{@&)la 4.7). Con cada incremento
en la concentracion de PAI-1ag de 12,1 ng/ml (spoediente a 1 desvio estandar en
la distribucién de los controles), la OR aument& Q% en el modelo no ajustado, un
40% en el modelo 1 y un 30% en el modelo 2, siempaateniendo diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, ercaslo del PAI-1fc, con cada
incremento de 13,0 U/ml (correspondiente a 1 desstiéandar en la distribucion de los
controles) la OR no ajustada aumentd 60%, aunquel eamalisis multivariante
disminuy6 y perdié la significacion estadistica (@Rstada 1,1 y 1,0, segun modelo 1
y 2, respectivamente) (Tabla 4.7).

Pacientes Controles OR OR OR
N=222 N=200 (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada  ajustada ajustada
modelo 1 modelo 2
PAl-1lag (ng/mlf 25,5 19,0 1,7 1,4 1,3

(13,3-56,9)  (7,0-37,0) (1,4-2,1) (1,0-1,7)  (1,0-1,7)

PAI-1fc (U/ml) ¥ 20,2 12,4 1,6 1,1 1,0

(4.0340)  (0.0-327) 13-21)  (0,8-1,4)  (0,81,3)

Tabla 4.7. Comparacion de los niveles de PAI-1aBAi-1fc (analizadas como variables continuas) en
pacientes y controled os valores de PAI-1 se expresan como mediamagor (percentil 10%-percentil
90%). Las ORs que se muestran reflejan el increoneal riesgo con cada aumento en la concentracion
de PAl-lag o PAI-1fc equivalente a 1 desvio estaedacontroles (PAl-lag 12,1 ng/ml y PAI-1fc 13,0
U/ml). Las ORs se han obtenido de modelos de riégrdsgistica: en el caso de la OR no ajustada
incluia solamente la variable de interés (PAl-1aBAl-1fc); en el caso de la OR ajustada con el nfwde
1, la anterior mas los factores de riesgo cardiatdar; y en el caso de la OR ajustada modelo ca? el
los anteriores mas la presencia del alelo 4G. Nnadéio muestral; OR: odds ratio; IC: intervalo de
confianza; p: significacién estadistica.

ALos valores de p para el PAI-lag fueron p <0,00%0,006 y p=0,016 segin el modelo no ajustado,
ajustado con el modelo 1 y ajustado con el modgtespectivamente.

¥ Los valores de p para el PAI-1fc fueron p <0,0p£0,578 y p=0,904 segiin el modelo no ajustado,
ajustado con el modelo 1 y ajustado con el modetespectivamente.
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La variable PAI-1ag se transformé en una variaiderdta con cuatro valores
posibles (¥ cuartil, 2° cuartil, 3 cuartil y 4° cuartil) teniendo en cuenta los psnto
de corte del percentil 25%, 50% y 75% de la digtnibn de esta variable en el
grupo control, de forma que los rangos de los esifueron <11,2 ng/ml para €l'1
cuartil, 11,2-19,0 ng/ml para el 2° cuartil, 198,82ng/ml para el 3cuartil y=>28,9
ng/ml para el 4° cuartil. Se compararon las digtitnes de los pacientes y los
controles en base a los cuartiles de PAI-lag, tdosa siempre como grupo de
referencia el cuartil de menor riesgé' @uartil). Se calculé la OR no ajustada (como
estimacion de riesgo de cardiopatia isquémica prgqoe supone estar en cuartiles
superiores al®lcuartil) (Tabla 4.8). Se procedié igualmente ardriable PAI-1fc,
con rangos de los cuartiles de <3,7 U/ml pard'edufartil, 3,7-11,4 U/ml para el 2°
cuartil, 11,5-21,9 U/ml para el®*3cuartil y >22,0 U/ml para el 4° cuartil. Se
compararon las distribuciones de los pacientes gdmtroles en base a los cuartiles
de PAI-1fc, tomandose siempre como grupo de ref@e cuartil de menor riesgo
(1°" cuartil). Se calculé la OR no ajustada (como emtion de riesgo de cardiopatia
isquémica precoz que supone estar en cuartilesistgeeal £ cuartil) (Tabla 4.8).
En el caso del PAI-1ag, se observo un incremeragrpsivo en el riesgo a medida
qgue aumentaba su concentracion (ORs no ajusta?ia4,8,y 6,9 al comparar ef'1
cuartil con los cuartiles 2°, 3° y 4° respectivateg La comparacion de los
cuartiles de PAI-1fc también mostré6 un incrementogpesivo del riesgo en el
andlisis no ajustado, con diferencias significatiga los cuartiles mas extremo$ (1
cuartil con 8 cuartil y ' cuartil con 4° cuartil) (Tabla 4.8).

Los resultados anteriormente expuestos se ajustammmodelos de regresion
logistica similares a los utilizados cuando lasiades PAI-lag y PAI-1fc se
analizaron como variables continuas (Tabla 4.8)eEcaso del PAI-1lag, en los dos
modelos de andlisis multivariante se mantuvierdadésticamente significativas las
diferencias entre pacientes y controles, si biepesdié la progresion de las ORs
observadas en el analisis no ajustado a medidas@uwdmparaban los cuartiles de
forma creciente. Sin embargo, en el caso del PAké&fredujeron las ORs y se perdio
la significacion estadistica al comparar paciegtesntroles en los dos modelos de
regresion logistica empleados (Tabla 4.8).
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Pacientes Controles Slis Slis CR
Cuartiles (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
N=222 N=200 no ajustada ajustada ajustada
N (%) N (%) modelo 1 modelo 2
PA1-1 ag:
* 1°: <11,2 ng/ml 14 (6,3) 50 (25,0) 1* 1* 1*

«20:11,2-19,0 ng/m| 47 (21,2) 52 (26,0) 3,2 (1,565 3,8(1,59,6) 3,2 (1,2-8,3)
«3%:19,1-28,8 ng/m| 63 (28,4) 48 (24,0) 4,6(2,3-9,3) 4,9 (1,8-12,8) 4,7 (1,8-12,6)

* 4°:228,9 ng/ml 98 (44,1) 50 (25,00 6,9(3,5-13,8) 4,0(1,6-10,0) 3,2(1,2-8,3)
PA1-1 fc:
» 1°: <3,7 U/ml 18 (8,1) 49 (24,5) 1* 1* 1*

e 20:3,7-11,4 U/ml 34 (15,3) 49 (24,5 1,8(0,9-3,7) 1,1(0,4-2,5) 2,0 (0,4-2,4)
©3%11,5-21,9U/ml| 76 (34,2) 51(26,5) 4,1(21-7,7) 22(09-52) 2,0(0,8-4,8)
¢ 4°:>22,0 U/ml 94 (42,4) 51(26,5 50(26-95) 15(0,6-35 1,2(0,5-2-8)

Tabla 4.8. Resultados de la comparacion de los l@gede PAl-lag y PAIl-1fc (analizadas como
variables discretas) entre pacientes y controleas ORs se han obtenido de modelos de regresion
logistica: en el caso de la OR no ajustada inclegdamente la variable de interés (un determinado
cuartil de PAI-1lag o PAI-1fc en comparacion corceartil de referencia, T cuartil); en el caso de la
OR ajustada con el modelo 1, la anterior mas lagdies de riesgo cardiovascular; y en el caso de la
OR ajustada con el modelo 2, los anteriores mgwésencia del alelo 4G. OR: odds ratio. IC: intdova

de confianza. N: tamafio muestral.

*Grupo de referencia con menor riesgo a priori.

Los niveles de PAI-1lag y de PAI-1fc fueron sup&soen el grupo de pacientes
que en el de controles, independientemente deinpdismo 4G/5G (Tabla 4.9).
Igualmente, tanto en presencia como en ausenciaaléd 4G, los pacientes
presentaron niveles mayores de PAl-1lag y PAI-1&lgs controles (Tabla 4.9).

Dentro del grupo de pacientes, los niveles de R#gl-¥ de PAI-1fc no
mostraron diferencias estadisticamente signifiaatign funcion del genotipo ni en
funcion de la presencia/ausencia del alelo 4G érdt8). En cambio, en el grupo de
controles se observaron diferencias estadisticarmghificativas en los niveles de
PAIl-1ag cuando fueron analizados en funcion debtijem (p=0,032) y en funcion de
la presencia del alelo 4G (p=0,010) (Tabla 4.9).
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Comparacion Pacientes (N=222) Controles (N=200) Pacientes versus Controlf}sv p
PAI-1a PAlI-1fc
por N PAl-lag PAI-1fci N PAl-lag PAl-1fc 9
Genotipos:
EG/5G 49 26,1 20,5 70 15,0 9,5

[ ]
(14,6-57,7)  (0,0-34,5 (6,0-34,6)  (0,029,3f  <0,0001 0,013

. 4G/5G 119 24,5 18,70} 94 22,0 16,5 <0,0001 0,002
(12,056,8)  (3,7-33,¢ (8,5-40,4)  (0,1-33,0)

e 4G/4AG 54 26,5 27,3 36 20,0 14,1 <0,0001 <0,0001
(13,5-56,4)  (5,7-36,¢ (6,2-38,0)  (0,0-37,0

p 0,905 0,177 0,032 0,165

Alelo 4G:

70 15,0 9,5
: 49 26,0 20,5 ’ '

* Ausencia de 4G : ' <0,0001 0,013
(14,9-57,6) (0,034 (6.0-34.6)  (0,0-293

* Presencia de 4G 173 26,2 200 130 212 160 ¢ 50001 <0,0001
(135-56,0) (4,034, (8,4-39,3) (0,0-33,

p 0,775 0,976 0,010 0,074

Tabla 4.9. Comparacion de niveles de PAI-1 entrecigates y controles basada en el genotipo y en la
presencia/ausencia del alelo 4G del gen del PAILbs valores de PAI-1 se expresan como mediana y
rango (percentil 10%-percentil 90%).Unidades de RAb: ng/ml; PAI-1fc: U/ml. Para la comparacion
de niveles de PAI-1 entre pacientes y controles yuacion de la presencia/ausencia del alelo 4G en
cada grupo se ha utilizado el test U de Mann-WHitrizentro de cada grupo, la comparacion de los
niveles de PAI-1 en funcién del genotipo se haizadb con el test de Kurskal-Wallis. N: tamafio
muestral; p: significacion estadistica.

Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

La distribucion del polimorfismo C1040T (variantdnr325lle) del gen del
TAFI fue similar en pacientes y controles (p=0,3@4yura 4.3). En la Tabla 4.10 se
muestra la distribucién de los diferentes genotigmegste polimorfismo (genotipo CC
que corresponde a la variante Thr/Thr, genotipoqd& corresponde a la variante
Thr/lle y genotipo TT que corresponde a la varidigéle). Este polimorfismo se
encontraba en equilibrio de Hardy-WeinBértanto en el grupo de pacientes como en
el de controles. Tomando el genotipo CC cayupo de referencia (subgrupo de

VI'véase nota al pie de la pagina 103. Puesto queoetrales ¥°=0,8 y pacientesy’=0,2, no puede
descartarse la hipétesis nula en ningun caso (edr,den ambos grupos la herencia del polimorfismo
C1040T sigue el modelo de la herencia codominante).
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menor riesgo a la luz de los datos publicados ditelatura), se calculé la OR que
supone la presencia de un genotipo CT, por un Yadn,genotipo TT, por el otro.

Ninguna de estas circunstancias incrementd elaiesgpadecer cardiopatia
isquémica precoz (ORs no ajustadas no significgtif@abla 4.10). Al analizar la
presencia/ausencia del alelo T en pacientes y atesfrtampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas erdiggntes y controles (p=0,920) (Tabla
4.10 y Figura 4.4). Paralelamente, una vez calesldals frecuencias alélicas de los
alelos C y T, se observd una distribucion similarles dos grupos, pacientes y
controles (p=0,604) (Tabla 4.10). Finalmente, gstajon estos valores con un modelo
de regresion logistica que incluyé la presencibsliéactores de riesgo cardiovascular,
es decir, tabaquismo, hipertensién arterial, degbetellitus, dislipemia y obesidad, sin
observarse cambios relevantes respecto al am@isigistado (Tabla 4.10).

=0,384

100% P

80% -

60% | Polimorfismo C1040T del

gen del TAFI. Genotipos:

40% | [0 CIC (variante Thr/Thr|—_
M cr (variante Thr/lle) (I

20% - .
W 77 (variante lle/lle) L

0% |
Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.3. Comparacién entre pacientes y controleasada en la distribucién de genotipos del
polimorfismo C1040T del gen del TAFEI valor de p se ha obtenido del testydéN: tamafio muestral;
p: significacion estadistica.

<%= p=0,920 *-->;
+T:61,6% -T: 38,4% +T: 61,0% -T: 39,0%
Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.4. Comparacién basada en la presencia cancia del alelo T del polimorfismo C1040T del
gen del TAFL El valor de p se ha obtenido del test e +T: presencia del alelo T; -T: ausencia del
alelo T; N: tamafio muestral; p: significacion esistita.
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Tipo de andlisis Pacientes Controles OR OR
N=237 N=200 (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada ajustada

Genotipos, N (%):

» CC (variante Thr/Thr) 91 (38,4) 78 (39,0) 1* 1*

« CT (variante Thr/lle) 117 (49,4) 104 (52,0) 1,0 (0,6-1,4) 1,0 (0,6-1,7)
e TT (variante lle/lle) 29 (12,2) 18 (9,0) 1,3(0,7-2,6) 1,6 (0,7-3,8)
Alelo T, N (%):

e Ausenciade T 91 (38,4) 78 (39,0) 1* 1*

« Presenciade T 146 (61,6) 122 (61,0) 1,0 (0,7-1,5) 0,9 (0,5-1,6)
Frecuencia alélida

* FA(C) 0,63 0,65 - -

* FA(T) 0,37 0,35 - -

Tabla 4.10. Comparacién entre pacientes y controbesada en el polimorfismo C1040T del gen del
TAFI (variante Thr325lle). Las ORs se han obtenido de modelos de regresistica incluian la
variable de interés para la OR no ajustada y laegior mas los factores de riesgo cardiovasculargar
la OR ajustada, siempre tomando como grupo de eafga el grupo de menor riesgo a priori (el
genotipo CC en el analisis por genotipos y la aa&edel alelo T en el segundo analisis). FA: freutia
alélica; N: tamafio muestral; OR: odds ratio; ICt@mvalo de confianza.

*Grupo de referencia con menor riesgo a priori.

¥Test dey’ con p=0,604.

En el analisis no ajustado (Tabla 4.11), los nwetle TAFlag fueron
similares en pacientes y en controles (p=0,791gntras que los niveles de TAFIfc
y el cociente TAFIfc/TAFlag fueron significativantenrmayores en los pacientes en
comparacién con los controles. En sendos modelogedession logistica se
ajustaron estos resultados para todos los factlmesesgo cardiovascular, es decir,
hipertension arterial, tabaquismo, dislipemia, diab mellitus y obesidad (modelo
1) y para los anteriores mas la presencia del dleimodelo 2) (Tabla 4.11). En
ambos modelos ajustados, siguieron sin observafsentias significativas entre
pacientes y controles. Sin embargo, las diferendesiveles de TAFIfc y del
cociente TAFIfc/TAFlag entre estos grupos se madatom estadisticamente
significativas (Tabla 4.11). Con cada aumento aerolecentracion de TAFIfc de 1,8
pug/ml (correspondiente a 1 desvio estandar en leetracion de controles), la OR
aumentd un 130%, un 210% y un 220%, segun el maaelajustado, ajustado
modelo 1 y modelo 2, respectivamente, siempre c¢faredicias estadisticamente
significativas (Tabla 4.11). Finalmente, con cagtaemento de 0,28 en el cociente
TAFIfc/TAFlag (correspondiente a 1 desviotamdar en la concentracion de
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controles), la OR aumenté un 60%, un 70% y un 118égun el modelo no
ajustado, ajustadas modelo 1 y modelo 2, respectinite, de nuevo con diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 4.11).

Pacientes Controles OR OR OR
N=222 N=200 (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada  ajustada ajustada
modelo 1 modelo 2

TAFlag (%)# 101+30 10328 1,0 1,0 1,0
(0,8-1,3) (0,8-1,3) (0,7-1,4)

TAFIfc (ug/ml)* 12,0:2,3 10,41,8 2,3 3,1 3,2
(1,6-3,3) (1,8-5,5) (1,8-5,5)

TAFIfc/ag x 10 1,290,35 1,120,28 1,6 1,7 2,1

(1,2-22)  (1,2-23)  (1,4-32)

Tabla 4.11. Comparacion de los niveles de TAFI (éimadas como variables continuas) en pacientes y
controles Los valores de TAFI se expresan como mediadesvio estandar. Las ORs que se muestran
reflejan el incremento del riesgo con cada aumesrida concentracion de TAFlag, TAFIfc o cociente
TAFlag/TAFIfc equivalente a 1 desvio estandar ertrotes (TAFlag 28,0%, TAFIfc 1,8/ml y cociente
TAFlag/TAFIfc 0,28). Las ORs se han obtenido deealusdde regresion logistica: en el caso de la OR no
ajustada incluia solamente la variable de intef€AFlag, TAFIfc o cociente TAFIfc/TAFlag); en el oas
de la OR ajustada con el modelo 1, la anterior eé&sfactores de riesgo cardiovascular; y en el cdeo

la OR ajustada modelo con el 2, los anteriores tadpresencia del alelo T. N: tamafio muestral; p:
significacion estadistica; OR: odds ratio; IC: imt@lo de confianza.

“Los valores de p para el TAFlag fueron p=0,811, 940 y p=0,815 segin el modelo no ajustado,
ajustado con el modelo 1 y ajustado con el modgtespectivamente.

* Los valores de p para el TAFIfc fueron p<0,00k0/001 y p<0,001 segun el modelo no ajustado,
ajustado con el modelo 1 y ajustado con el modeteshectivamente.

¥ Los valores de p para el cociente TAFlag/TAFl&rdm p<0,001, p=0,003 y p<0,001 segiin el modelo no
ajustado, ajustado con el modelo 1 y ajustado donaglelo 2, respectivamente.

La variable TAFlag se transformé en una variabgeréta con cuatro valores
posibles (¥ cuartil, 2° cuartil, 3 cuartil y 4° cuartil) teniendo en cuenta los parite
corte del percentil 25%, 50% y 75% de su distriden controles, siendo los rangos
de los cuartiles: " cuartil <81,2 ng/ml, 2° cuartil 81,2-97,396; Guartil 97,4-115,0 %

y 4° cuartil=115,1 %. Se compararon los grupos de pacientesityotes en base a
estos cuartiles, tomandose siempre como grupdelemeia el cuartil de menor riesgo
(1°*" cuartil). Se calcularon las ORs no ajustadas (cestomacion de riesgo de
cardiopatia isquémica precoz que supone estar atiles superiores al*1cuartil)
(Tabla 4.12). Se procedio igualmente con la vaid#{FIfc, siendo los rangos de los
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cuartiles: £ cuartil <9,4ug/ml, 2° cuartil 9,5-10,41ig/ml, 3" cuartil 10,5-11,ug/ml y
4° cuartil=11,8 ug/ml. Se compararon los grupos de pacientes yaesten base a
estos cuartiles, siendo el grupo de referenciaaticde menor riesgo {lcuartil). En
la Tabla 4.12 se muestran las ORs no ajustadaso(@stimacion de riesgo de
cardiopatia isquémica precoz que supone estaragtilesi superiores af'Icuartil). Al
igual que sucedia con el TAFlag (como variable inaa), no hubo incrementos
significativos del riesgo al aumentar la concemdracle TAFlag por cuartiles. Sin
embargo, paralelamente a lo sucedido con el TAE4mo variable continua), las ORs
no ajustadas se incrementaron al aumentar su deexcién por cuartiles (Tabla 4.12).

Los resultados anteriores se ajustaron en modedosedresion logistica
similares a los utilizados para las variables TARBI& AFIfc como variables continuas
(Tabla 4.12). De nuevo, no se encontraron difeasnemntre pacientes y controles en los
distintos cuartiles de TAFlag. Ahora bien, los tiles de TAFIfc mantuvieron el
patron creciente de OR que se observo previamergkamalisis no ajustado, con ORs
mayores y estadisticamente significativas en lagtites 3° y 4° (Tabla 4.12).

Pacientes Controles |OR OR OR
Cuartiles N=222 N=200 |(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
NO9 | N9 |roasiade ek shea
TAFlag:
* 1°:<81,2% 61 (27,5) 50 (25,0) 1* 1* 1*

+ 2°:81,2-97,3% 53(23,9) | 50(250) | 0,8(0,5-1,6) 0,9(0,4-2,0) 1,0(0,4-2,2)
+ 3%97,4-1150% | 48(21,6) | 52(26,0) | 0,7(0,4-1,4) 0,7(0,3-1,6) 0,7 (0,3-1,8)

*+ 4°:2115,1 % 60 (27,0) | 48(24,0) | 1,0(0,5-1,9) 1,0(0,5-2,2) 1,0(0,4-2,8)
TAFIfc:
» 1°: <9,5ug/ml 18 (8,1) 49 (24,5) 1* 1* 1*

*© 2°:9,5-10,49/ml | 27 (12,2) | 56(28,0) | 1,3(0,5-3,5) 1,1(0,3-3,6) 1,0(0,3-3,4)
* 3°:10,5-11,ug/ml | 73 (32,9) | 46 (23,0) | 4,3(1,7-10,8) 4,1 (1,5-38,0) 6,6 (1,8-24,3)
e 4°:>11,8pg/ml 104 (46,8) | 49 (24,5) | 4,3 (3,0-10,8) 6,6 (1,8-24,2) 6,6 (1,8-24,3)

Tabla 4.12. Comparacion de los niveles de TAFladgr&Flfc (analizadas como variables discretas)
entre pacientes y controlekas ORs se han obtenido de modelos de regresipstilca: en el caso de la
OR no ajustada incluia solamente la variable dernés$ (un determinado cuartil de TAFlag o TAFIfc en
comparacién con el cuartil de referencia, tuartil); en el caso de la OR ajustada con el nfode la
anterior mas los factores de riesgo cardiovasculagn el caso de la OR ajustada con el modelo2, lo
anteriores mas la presencia del alelo T. OR: odd®r IC: intervalo de confianza. N: tamafio muektra
*Grupo de referencia con menor riesgo a priori.
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En relacion al polimorfismo C1040T del gen del TA&h la literatura se ha
apuntado que la presencia del genotipo TT (varidigélle) se asocia con
concentraciones de TAFlag ligeramente reducidasetes de TAFIfc incrementados.
Por este motivo se analizaron los niveles de TARagAFIfc en los dos grupos
(pacientes y controles) en relacion al genotipdaymesencia del alelo T (Tabla 4.13).
Para cualquier genotipo, asi como para la predansincia del alelo T, se cumplié
gue los pacientes presentaban concentraciones #dfcTduperiores a las de los
controles (Tabla 4.13). Los niveles de TAFlag no stmawon diferencias
estadisticamente significativas entre pacientesonptrales al ser analizados por
genotipos o en base a la presencia/ausencia tellaf@abla 4.13). En consecuencia,
el cociente TAFIfc/TAFlag tendidé a ser mayor en pagientes que en los controles,
con diferencias significativas so6lo en los genaigeC (variante Thr/Thr) y CT
(variante Thr/lle) (Tabla 4.13).

Analizados en detalle los niveles de TAFI en funcidel genotipo, se
comprobd que los niveles de TAFlag fueron progeesente menores en los sujetos
con CC, CT y TT, tanto en pacientes como en catr@abla 4.13), con analisis post-
hoc (Bonferroni, Scheffe y Tukey) que mostraronemihcias estadisticamente
significativas tanto entre CC y CT (p<0,001 enttes andlisis), como entre C/Ty T/T
(p<0,001 en los tres andlisis) y entre CC y TT (920, p=0,025 y p=0,018,
respectivamente). Igualmente, la presencia deb dlede asocié con menores niveles
de TAFlag tanto en pacientes como en controledd¥ah3). Sin embargo, los niveles
de TAFIfc no mostraron diferencias estadisticamengaificativas en funcion del
genotipo, ni en el grupo de pacientes ni en ebdérales (Tabla 4.13).

En el grupo de pacientes los niveles de TAFIfc s#retacionaron
significativamente con el TLE (correlacion de Pears=0,206 p=0,003) y con el
PAIl-1lag (correlacién de Spearman r=0,162, p=0,¢20d no con la actividad del
PCI (correlacion de Spearman r=0,066 p=0,346).
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Comparacion Pacientes (N=222) Controles (N=200) Pacientes vs controles p
por N TAFlag fc fclag N  TAFlag fc fclag | TAFlag fc  fc/ag
Genotipos:

¢ CC 86 119426 12,4+2,7 1,08+0,2478 116+ 24 11,1#16  0,97+0,10,445 <0,001 0,001
¢ CcT 109 94,2+25,8 11,8+2,1 1,38+0,28104 94,3+25,9 9,99+1,90 1,12+0,210,978 <0,001 <0,001
° T 27 73,2+20,2 11,2+#1,3 1,72+0,4418 68,6+19,5 10,6+1,3 1,59+0,39,456 0,112 0,321
p <0,001 0,175 <0,001 €0,0 0,060 <0,001

Alelo T:

* AusenciaT| 86 119+26 124427 1,0740,2478 115+23  11,1#16 0,97+010,503 0,027 0,060

® Presencia T| 136 90,3+26,1 11,7420 1,44+0,34122 91,4+26,4 10,1+1,8 1,89+029,769 <0,001 <0,001

p <0,001 0,098 <0,001 <0,001 0,026 <0,001

Tabla 4.13. Comparacion de niveles de TAFI entrecfgmtes y controles basada en el genotipo y en la
presencia/ausencia del alelo T del polimorfismo @00 del gen del TAFI.Los valores de TAFI se
expresan como medial desvio estandar. Para la comparacion de losleszde TAFI entre pacientes y
controles y en funcién de la presencia/ausenciaatidb T en cada grupo se ha empleado el test t de
Student para muestras independientes. Para la coaogm en cada grupo de los niveles de TAFI en
funcion del genotipo se ha empleado un ANOVA. @en@C: variante Thr/Th; genotipo CT: variante
Thr/lle; genotipo TT: variante lle/lle; ag: antigé@o; fc: funcional. Unidades de: TAFlag, %;
TAFIfcg/ml; TAFIfc/ag x10. N: tamafio muestral. p: sigreition estadistica.

Otros parametros fibrinoliticos

La evaluacion global del sistema fibrinolitico eacgntes y controles se
muestra en la Figura 4.5.

Los pacientes presentaron una reduccion del patefilciinolitico reflejado
en una prolongacion del TLE (p<0,001). En el grugm controles el TLE se
correlaciond positivamente con el PAl-lag, el PAd:lel fibrinbgeno y los
triglicéridos (correlacion de Spearman, p<0,00Dby. €llo se construyé un modelo
de regresion logistica ajustado para estas vasiaieel que el TLE mantuvo las
diferencias entre pacientes y controles (p=0,028), con cada incremento de 1
desvio estandar en el TLE (74,36 minutos) la ORemitnun 130% y un 60%,
segun el modelo no ajustado y el ajustado, rey@eatnte. También el fibrindgeno,
uno de los determinantes principales del TUE, §ignificativamente mayor en el
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grupo de pacientes (p<0,001). De entre los factdeesiesgo cardiovascular, los
niveles de fibrinbgeno fueron significativamente yor@s en presencia de
hipertension arterial y de tabaquismo (p=0,016 9,081, respectivamente). En el
modelo multivariante ajustado para estos factoles, niveles de fibrindgeno
siguieron siendo significativamente mayores enrapg de pacientes (p=0,003).
Asi, con cada incremento de 1 desvio estandar eaneentracién de fibrindgeno
(71 mg/dl) la OR aumenté 120% y un 90%, segun eflelmono ajustado y el
ajustado, respectivamente. No se encontraron difexe significativas en cuanto al
tPAag al comparar su concentracion en pacientestyates (p=0,315).

Tal y como se ha comentado previamente, otros prasdirectamente
relacionados con el potencial antifibrinoliticonumlas concentraciones de PAI-1ag,
PAI-1fc y TAFIfc, fueron significativamente mayores los pacientes que en los
controles (p<0,001). En sus respectivos apartadosmsestran analisis mas
detallados en relacidn a estas variables.

60
*
* p<0,05

@ 50
QO
S
famy *
S 40
c
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2 30 - .
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(O] —
3 (N=222)
g 20 -
5 Controles

10 - (N=200

0 _

TLE fibrin6geno tPAag PAl-1ag PAI-1fc TAFlag TAFlfc  TARITAFlag

:10 :10 :10 x100
Figura 4.5. Analisis del sistema fibrinolitico enagientes y controlesEn el caso de variables sin
distribucion normal (PAl-1ag y PAI-1fc) las barraspresentan la mediana y las lineas acotan el rango
(percentil 10%-percentil 90%). En el resto de vates con distribucién normal las barras representan
medias y las lineas sefialan 1 desvio estandar pcima y por debajo de ellas. Unidades (en ocasiones
ajustadas x100 6 :10): TLE, minutos; fibrindégend; ¢PAag, ng/ml; PAl-1ag, ng/ml; PAI-1fc, U/ml;
TAFlag, %; TAFIfcig/ml; N: tamafio muestral; p: significacién estadiat
*Diferencias estadisticamente significativas (véaabr de p en el texto) con el test t de Studema p
muestras independientes para las variables cormiligtion normal y con el test U de Mann-Whitney
para las variables sin distribucion normal.
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4.2.1.2. LIPOPROTEINA (a)

El estudio de las isoformas mayoritarias de apoga)el test dg? verificé la
existencia de diferencias estadisticamente sigivias en las prevalencias de las
isoformas de bajo peso molecular de apo(a) de masiey controles (p<0,001)
(Figura 4.6), con una frecuencia mayor de las re0és de bajo peso molecular
(isoformas B, S1 y S2) en los pacientes. La preaafe una isoforma de apo(a) de
bajo peso molecular supuso una OR no ajustadaddeo®o marcador de riesgo de
infarto de miocardio a edad precoz (Tabla 4.14)alriente, tras ajustar estos valores
con un modelo de regresion logistica que incluygrésencia de los factores de riesgo
cardiovascular (tabaquismo, hipertension arterihbetes mellitus, dislipemia y
obesidad) no se observaron diferencias relevaaggecto a la OR observada en el
analisis no ajustado (Tabla 4.14).

~
- =<

<17 p<0,001;7
. BPM: 15,6%
APM: 69,9%  BPM:30.1% APM: 84,4% ’
Pacientes Controles
N=237 N=20C

Figura 4.6. Comparacioén de prevalencias de isofosnde bajo peso molecular como isoforma
mayoritaria de apo(a) entre pacientes y control&.valor de p se ha obtenido del test yfe APM:
isoforma mayoritaria de apo(a) de alto peso mol@GuBPM: isoforma mayoritaria de apo(a) de bajo
peso molecular; N: tamafio muestral; p: signifidatiestadistica.

Pacientes Controles OR OR
N=237 N=200 (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada ajustada

Apo(a) de bajo peso molecular, N (%)73 (30,1) 31 (15,6) 2,4 2,2
(1,5-3,9) (1,2-4-1)

Tabla 4.14. Comparacién de la prevalencia de laftsma de apo(a) de bajo peso molecular como
isoforma mayoritaria en pacientes y controlekas ORs se han obtenido de modelos de regresion
logistica que incluian la isoforma mayoritaria dpcga) para la OR no ajustada y la anterior mas los
factores de riesgo cardiovascular para la OR ajdstaN: tamafio muestral. OR: odds ratio. IC:
intervalo de confianza.
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Por lo que respecta a los niveles de Lp(a), loseptes presentaron
concentraciones plasmaticas mayores que los cestral tener en cuenta tanto la
Lp(a) analizada como variable continua (p<0,00Ih@da Lp(a) analizada como
variable dicotomica (niveles30 mg/dl o <30 mg/dl) (p<0,001) (Tabla 4.15).

Se construyeron dos modelos de regresion logigfioa incluyeron la
presencia de los factores de riesgo cardiovasé¢madelo 1) y los anteriores mas
isoforma mayoritaria de apo(a) (modelo 2) (Tabla5%1. En ambos modelos se
mantuvieron significativas las diferencias de regede Lp(a) entre pacientes y
controles, tanto como variable continua y comoalde discreta (p ajustag®,001
en ambos casos), con una ligera reduccion de lasdBiada a los niveles altos de
Lp(a) (Tabla 4.15). Asi, cada incremento en la eatracién de Lp(a) de 10,8 mg/dI
(1 desvio estandar en la distribucion de controlegyementdé la OR de forma
invariable en el analisis no ajustado y en el walltante cerca de un 50% (OR no
ajustada 1,6 y OR ajustada con el modelo 1 1,%yetmodelo 2 1,6), con diferencias
significativas (Tabla 4.15). Cuando la Lp(a) sexalcomo variable dicotomica, la OR
disminuy6 ligeramente en el andlisis multivariag@R no ajustada 4,6 y ORs
ajustadas 3,8 y 3,1 segun modelo 1y 2, respectntn(Tabla 4.15).

Pacientes Controles OR OR OR
N=222 N=200 (IC95%) (IC95%) (IC 95%)
no ajustada ajustada  ajustada
modelo 1  modelo 2

Niveles Lp(a) (mg/dl) * 13,2 6,0 1,6 1,5 1,6
(1,0-48,7) (0,4-26,5) (1,4-1,9 (1,219 (1,2-2,0)
Niveles Lp(a)80 mg/dl, N (%) | 63 (26,6) 15 (7,5) 4,6 3,8 3,1

(25-84) (1,8-7,7) (1,3-8,1)

Tabla 4.15. Comparacién de niveles de Lp(a) (anatia como variable continua y dicotomica) entre
pacientes y controled.os niveles de Lp(a) como variable continua se &gm como mediana y rango
(percentil 10%-percentil 90%) y sus ORs muestram@&emento del riesgo para cada aumento en su
concentracion equivalente a 1 desvio estandar etrales (10,8 mg/dl). Las ORs con sus respecti@os |
95% se han obtenido de modelos de regresion logiseén el caso de la OR no ajustada incluia
solamente la variable de interés [Lp(a) o Lp£a) mg/dl]; en el caso de la OR ajustada con el nmde

la anterior mas los factores de riesgo cardiovaacwy en el caso de la OR ajustada modelo con &<,
anteriores mas la presencia de la isoforma de apdbajo peso molecular. N: tamafio muestral; p:
significacion estadistica; OR: odds ratio; IC: imt@lo de confianza.

*Los valores de p para la Lp(a) como variable conf fueron p<0,001, p<0,001 y p=0,001 segun los
modelos no ajustado, ajustado con el modelol ytajiescon el modelo 2, respectivamente.
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También se analiz6 la relacidn entre la conceidtnade Lp(a) y la isoforma
mayoritaria de apo(a) en pacientes y controlesa Paalquiera de las dos isoformas
mayoritarias analizadas, la concentracion de Lf(a)siempre significativamente
mayor en el grupo de pacientes que en el de cestiplacientes versus controles
con isoforma de alto peso molecular p=0,001, péeserversus controles con
isoforma de bajo peso molecular p<0,001) (Figur. 4 anto dentro del grupo de
pacientes como en el controles, aquellos individuwsisoforma de apo(a) de bajo
peso molecular presentaron niveles de Lp(a) mayquedos que tenian isoformas

de alto peso molecular (p<0,001) (Figura 4.7).

Lp(@ 120
(mg/dl)
100 1
*
804
60
*
#
40 -
20
L o :
1 Apo(a) TS ' '
! mayoritaria:"-/ APM BPM APM BPM
o ____ | N=154 N=68 N=31 N=169
Pacientes Controles
N=222 N=200

Figura 4.7. Analisis comparativo de isoformas majtarias de apo(a) y niveles de Lp(a) entre
pacientes y controled.as cajas representan la concentracion de Lp(addeel percentil 25% hasta el
percentil 75% vy la linea que atraviesa cada unaetas es su mediana. APM:isoforma mayoritaria de
apo(a) de alto peso molecular; BPM: isoforma matgsia de apo(a) de bajo peso molecular; N: tamafio
muestra; p: significacion estadistica.

* p<0,05, BPM versus APM en pacientes y en constole

#p<0,05, pacientes versus controles en presenciaRld y de BPM.
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Se analiz6 comparativamente el peso que conferdacomcentracion de
Lp(a) 230 mg/dl y la presencia de isoformas de apo(a)ajie freso molecular y se
observd un mayor riesgo en presencia de niveleadds (Tabla 4.16).

Pacientes Controles OR OR
N=222 N=200 (IC 95%) (IC 95%)
N (%) N (%) no ajustada ajustada
modelo 1
Lp(a) <30 mg/dl y apo(a) de APM 139 (62,6) 166 (83, 1* 1*
Lp(a) <30 mg/dl y apo(a) de BPM 47 (21,2) 12 (6,0) 1,4 (0,7-2,6) 1,5(0,7-3,6)
Lp(a) =30 mg/dl y apo(a) de APM 14 (6,3) 3(1,5) 55(1,5-19,5) 5,3 (1,1-24,9)
Lp(a) =30 mg/dl y apo(a) de BPM 22 (9,9) 19 (9,5) 4,6 (2,4-9,0) 3,6 (1,6-8,4)

Tabla 4.16. ORs conferidas por los niveles y lasfgsmas mayoritarias de apo(a), comparacion entre
pacientes y controlesd.as ORs con sus respectivos IC 95% se han obtetédmodelos de regresion
logistica: en el caso de la OR no ajustada incledéamente la combinacion de variables de interéay
el caso de la OR ajustada con el modelo 1, la amteanas los factores de riesgo cardiovascular. N:
tamafio muestral; OR: odds ratio; IC: intervalo denfianza; apo(a): isoforma mayoritaria de
apolipolipoproteina (a); APM: alto peso molecul&PM: bajo peso molecular.

*Grupo de referencia con menor riesgo a priori.

Finalmente, aunque se admite que los niveles da)lggtan genéticamente
determinados, algunos autores han descrito qusepigire y las estatinas pueden
reducirlos en cierta medida (véase Introducciénj.dfo, se compararon los niveles
de Lp(a) de aquellos pacientes que seguian tratéonamn estatina (N=158) con
respecto a los que no tomaban este tipo de hipoigrdée (N=64), asi como los
niveles de Lp(a) de los pacientes con aspirina @9¥Xon respecto a los que no
llevaban este farmaco (N=23, 21 con otros antiagrey y 2 de ellos no
antiagregados por indicacion temporal de su odogt)l No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0)1&h cuanto al tratamiento con
estatinas (mediana 15,0 mg/dl y rango 1,2-50,0 hwgicus 10,9 y 0,9-39,8 mg/dl,
respectivamente) aunque si se observaron nivelesrage de Lp(a) (p=0,042) en
aquellos pacientes en tratamiento con aspirinaiémadL2,0 mg/dl y rango 1,0-45,0
mg/dl) en comparacion con aquellos que no segugnte@tamiento (mediana 19,5
mg/dl y rango 2,6-56,4 mg/dl).
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4.2.1.3. SISTEMA DE LA COAGULACION: PROTEINA C ACTIVADA
CIRCULANTE, FACTOR V LEIDEN Y MUTACION G20210A DE A
PROTROMBINA

Proteina C activada circulante
Los niveles de APC en pacientes fueron signifieatignte menores que en
controles, tal y como queda representado en la& 8.

1,05 1,23
3,5} (0,651,58) (0,8-1,86]
B <0,001
3o = P
o | ] ®
E 25| :
‘g’ 2,0 : '.'
o I &
< 1,5
1,0
0,5 X
0,0 X
Pacientes Controles
N=222 N=200

Figura 4.8. Niveles de APC en pacientes y control8ebre cada distribucion se muestra su mediana y
rango (percentil 10%-percentil 90%) y las lineasrihontales que las atraviesan representan su
mediana. APC: Proteina C activada circulante; Nmi@io muestral; p: significacién estadistica.

Se observé una asociacion inversamente proporciengk la APC y la
presencia de cardiopatia isquémica a edad preaes, gon cada disminucion de 1
desvio estandar (0,43 ng/ml), la OR se increment60% en el modelo no ajustado
(p<0,001) (Tabla 4.17). Se construyeron dos modajstados de regresion
logistica como en apartados previos (Tabla 4.17jn@tlelo 1 incluyé los factores
clasicos de riesgo cardiovascular y el modelo 2,aoteriores mas todos aquellos
gue fisiopatoldégicamente pudieran estar asociaisltineamente con los niveles
de APC y la cardiopatia isquémica, como fueronrivgles de fibrindgeno, de
proteina C reactiva, del fragmento 1+2 de la pmbioa o los defectos
trombofilicos (Tabla 4.18). Con cada disminucionlddesvio estandar en el nivel
de APC (0,43 ng/ml) la OR aument6 un 30% de forigaificativa en el modelo 1
aunque, la incorporacién de nuevas variables emaglelo 2, supuso una mayor
reduccion de la OR y la pérdida de la significa@étadistica (Tabla 4.17).
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A continuacion, la variable APC se transformé era wariable discreta,
siguiendo el esquema empleado para otros parame®ars ello, los sujetos
participantes en el estudio fueron agrupados ertil@sa tomando como punto de
corte los percentiles 25%, 50% y 75% de la distiifou de APC del grupo control.
Asi, los cuartiles quedaron establecidos éhcdartil APC <0,96 ng/ml, 2° cuartil
0,96-1,22 ng/ml, B cuartil 1,23-1,51 ng/ml y 4° cuartil,51 ng/ml. De esta manera
se calcularon las ORs de cada cuartil en reladi@uartil de referencia de menor
riesgo (4° cuartil) (Tabla 4.17), siendo destacaple la OR para los individuos
situados en el®1cuartil fue 3,6 (IC 95% 2,1-6,2), con una p paragndencia entre
cuartiles de 0,005. Estos resultados se ajustamonlas 2 modelos de regresion
logistica empleados previamente (Tabla 4.17). Em moodelos ajustados se
redujeron ligeramente las ORs para cada cuartil A€, manteniendo una
progresion creciente con concentraciones menoré®de(Tabla 4.17).

: OR OR OR
Pacientes  Controles . . .
N=222 N=200 (IC.95 %) (IF: 95%) (IF: 95%)
no ajustada ajustada ajustada
modelo 1 modelo 2
APC (ng/mli)* 1,05 1,23 1,6 1,3 1,2
(0,65-1,58) (0,80-1,86) (1,3-2,0) (2,0-1,7) (0,9-1,6)
Cuartiles APQN (%):
1°: <0,96 ng/ml 91 (41,0) 48 (24,00 3,6(2,1-6,2) 2,2(1,1-4,2) 1,7(0,8-3,5)
2°:0,96-1,22 ng/ml 63 (28,4) 49 (24,5) 24 (1234, 1,7(08-3,5 15(0,7-3,3)
3°:1,23-1,51 ng/ml 40 (18,0) 48 (24,0) 16 (092, 1,3(0,6-2,7) 1,1(0,4-2,5)
4°:>1,51 ng/mi 28 (12,6) 55 (27,5) 1Y ¥ 1¥

Tabla 4.17. Comparacién de niveles de APC (comaalae continua y como variable discreta) entre
pacientes y controled.os niveles de APC como variable continua se eapreemo mediana y rango
(percentil 10%-percentil 90%) y sus ORs reflejarineremento del riesgo con cada disminucién en su
concentracion de 1 desvio estandar en controle$3(Bg/ml). Las ORs se han obtenido de modelos de
regresion logistica: para la OR no ajustada inclig@lamente la variable de interés (APC o cuartjles)
para la OR ajustada con el modelo 1, la anteriorsntas factores de riesgo cardiovascular; y par®OR
ajustada modelo con el 2, los anteriores mas loglas de fibrindbgeno, de proteina C reactiva, del
fragmento 1+2 de la protrombina, de la proteina @igénica y la presencia de defectos trombofilicos.
N: tamafio muestral; p: significacién estadisticaRQpdds ratio; IC: intervalo de confianza.

*Los valores de p para la APC fueron p<0,001, p=IB0y p=0,106 seglin los modelos no ajustado,
ajustado con el modelol y ajustado con el modeteshectivamente.

“Grupo de referencia con menor riesgo a priori.
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Pacientes Controles p
Factor V Leiden, N (%) * 4(1,7) 4 (2,0) 1,000
Protrombina G20210A, N (%) * 8 (3,4) 8 (4,0) 0,801
Deficiencia de proteina C, N (%) 1(0,4) 0 (0,0) 1,000
Deficiencia de proteina S, N (95) 1(0,4) 2 (1,0 0,605

Tabla 4.18. Defectos trombofilicos, pacientes y troles. Del test exacto de Fisher se obtuvo el valor de
p. El tamafio muestral del grupo de controles fue 2@®. N: tamafio muestral; p: significacion
estadistica.

* El grupo de pacientes constd de 237 porque sgriatico de hizo en la primera extraccion de sangre
¥ El grupo de pacientes const6 de 222 porque su distigo de hizo en la segunda extraccion de sangre.

Se analizaron otras variables, directa o indireetdm relacionadas con el
sistema de la proteina C (Tabla 4.19). Los nive&efibrindgeno (ya comentados) y
de proteina C reactiva, marcadores de inflamacfaaron significativamente
mayores en los pacientes que en los controles P£p, Por el contrario, la
concentracion de proteina C antigénica resultdlairen ambos grupos (p=0,261) y
se correlacion6 positivamente con la de APC em@gb@de controles (correlacion
de Spearman, r=0,244, p<0,001). El PCI wjantitripsina, inhibidores de la APC,
presentaron niveles mas altos en pacientes (p<0,801 ellos, se observo una
correlacion positiva muy débil entre las concentraes de APC y de PCI pero, en
ningun caso, correlaciones negativas entre loslesvee los inhibidores y los de
APC (correlacion de Spearman APC y PCI, r=0,138 .80 y APC vy
ay-antitripsina, r=0,019 p=0,776). Ademas, la con@abén de sus complejos
(APC:PCIl y APCu,-antitripsina) fue menor en los pacientes que aenclintroles
(p=0,005 y p=0,006, respectivamente) y el nivelfllymento 1+2, marcador de la
generacion de trombina, fue mayor en los pacigpte3,024).

En el grupo control se analiz6 la relacion de logles de APC con los
factores de riesgo cardiovascular, el fibrinbgdagyroteina C reactiva, el PCI, la
as-antitripsina, el APC:PCI, el AP@;-antitripsina, el fragmento 1+2 de la
protrombina, la presencia del factor V Leiden, demutacién G20210A de la
protrombina, de deficiencia de proteina C y deginat S. Sélo el tabaquismo (U de
Mann-Whitney, p=0,012), los niveles de proteina &activa (correlacion de
Spearman, r= -0,269 p<0,001) y la presencia decidafiia de proteina C (U de
Mann-Whitney, p=0,032) presentaron en el pgrale controles una asociacion
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negativa y significativa con la concentracion deCA§ue no se corrobor6 en el
grupo de pacientes.

Pacientes Controles p
N=222 N=200
Fibrinégeno (mg/ml) 287471 260146 <0,001
Proteina C reactiva (mg/l) 1,8 1,2 <0,001
(0,4-5,8) (0,4-3,3)
Proteina C antigénica (%) 105,0 102,0 0,261
(84,0-125,0) (85,0-126,0)
PCI funcional (%) 114+18 108+17 <0,001
04-AT (%) 115422 108+20 <0,001
APC:PCI (ng/ml) 0,36 0,45 0,005
(0,20-0,78) (0,12-0,98)
APC:a;-AT (ng/ml) 7,4+2,6 8,1+2,6 0,006
F 1+2 (Mmol) 0,93+0,51 0,84+0,25 0,024

Tabla 4.19. Variables directa o indirectamente relanadas con el sistema de la proteina C,
comparacién entre pacientes y controlésas variables continuas con distribucién normalesgresan
como media +1 desvio estandar y la comparaciéreagiupos se ha efectuado con el test t de Studast.
variables continuas sin distribucion normal se egan como mediana y rango (percentil 10%-percentil
90%) y la comparacion entre grupos se ha efectuamoel test de U de Mann-Whitney. Las variables

dicotémicas, expresadas como nimero de casos gmiajes, se han comparado con el tesydePCl:
inhibidor de la proteina C;m-AT: aj-antitripsina; APC: proteina C activada circulantds 1+2;
fragmento 1+2 de la protrombina; N: tamafio muestpalsignificacion estadistica.

Finalmente, dadas las interrelaciones eeddPC e inflamacion (véase
Introduccion) se compararon los niveles de APCaileelos pacientes que seguian
tratamiento con estatinas (N=158) con respects ajle no tomaban este tipo de
hipolipemiante (N=64), asi como los niveles de AdRClos pacientes con aspirina
(N=199) con respecto a los que no llevaban esteaféo (N=23). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=B)7n cuanto al tratamiento con
estatinas (mediana 1,06 ng/ml y rango 0,66-1,5mhgeérsus 1,05 y 0,62-1,60
ng/ml, respectivamente) ni tampoco (p=0,571) eraciéh al tratamiento con
aspirina (mediana 1,07 ng/ml y rango 0,66-1,60 hg/ersus 1,04 y 0,56-1,30
ng/ml, respectivamente).
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Factor V Leiden y mutacion G20210A de la protrombim

Ambas mutaciones, del factor V Leiden (Figura 4.@yotrombina G20210A
(Figura 4.10), presentaron prevalencias similaresambos grupos (pacientes y
controles) (p=1,000 y p=0, 801, respectivamente).

F-— "~~~ "~ ~-———-—-——-——-=-=-=-- 1
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R R ' OR (IC 95%): 0,8 (0,2-3,4) -~~~ ~~~__

TelrTToo ! p=1,000 oo 1o-7T
+FVL: 1,7% .
) . o ) +FVL: 2%
FVL: 98,3% EVL: 98%
Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.9. Representacion de prevalencias del éact Leiden en pacientes y controléesl valor de p
se ha obtenido d el test del test exacto de FisteVL: presencia del factor V Leiden; -FVL: ausemci
del factor V Leiden; N: tamafio muestral; p: sigtéftion estadistica.

ezz ' OR (IC 95%): 0,8 (0,3-2,3) -~ "=~~.

TSaTTTo . p=0,80 T

+Pig202104-3,4% +Pl20210a:4,0%

-Pig202104.96,6% : PtG20210A9670%/-—‘ :

Pacientes Controles
N=237 N=200

Figura 4.10. Representacion de prevalencias de latacion G20210A del gen de la protrombina en
pacientes y controle€l valor de p se ha obtenido del test exacto dhéi. +Ptog2104 presencia de la
mutacién G20210A del gen de la protrombina;cdgtioa- ausencia de la mutacién G20210A del gen de
la protrombina; N: tamafio muestral; p: significaci@stadistica.
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4.2.2. MARCADORES DE EXTENSION Y SEVERIDAD DELA
ENFERMEDAD CORONARIA Y/O DEL DESARROLLO DE
EVENTOS EN LA EVOLUCION

En este apartado, el estudio se cemtréel grupo de pacientes jévenes
supervivientes de un primer infarto de miocardiedad precoz. En ellos se analiz6
la posible relacion de las variables seleccionadada extension y severidad de las
lesiones coronarias en primer lugar y con el deBarde eventos en la evolucion
posteriormente.

Siguiendo el orden del apartado 4.2 dgrgtinuaciéon se desarrollan cada uno
de las secciones que engloban a las variablessmladas.

4.2.2.1. SISTEMA FIBRINOLITICO: INHIBIDOR DEL ACTVADOR DEL
PLASMINOGENO TIPO-1 E INHIBIDOR DEA.FIBRINOLISIS
ACTIVABLE POR TROMBINA.

Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1

El alelo 4G se distribuy6 uniformemente en todes drupos segun las tres
valoraciones de la coronariografia (presencia dieres significativas, nimero de
territorios coronarios afectos y extensién-severida las estenosis ateroscleroticas)
(Figura 4.11). Tampoco se observaron diferencignifstativas al analizar estas
variables en funcion del genotipo, 5G/5G, 5G/4G5d445 (datos no mostrados). En
definitiva, no se objetivd un perfil desfavorable presencia del alelo 4G ni en
presencia del genotipo 4G/4G.
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A, p=0,662

Pacientes (%)

sin _Igsm_nes s c_on_lgspnes es 0 vasos 1 vaso 2 vasos 3 vasos
significativas significativas

N=29 N=176 N=29 N=85 N=57 N=34

C, p=0,578
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[ Ausencia alelo 4G (N=49)
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ausente leve grave
N=25 N=149 =31

Figura 4.11. Genotipos del gen del PAI-1 en funci@e la coronariografia (N=205 pacientes con
estudio genético y coronariografia realizadape representa el porcentaje de pacientes con cada
genotipo (véase leyenda) en funcion de las tresifidaciones (A, B y C) especificadas en “Matewal

Métodos” para la afectacion coronaria (abscisas. Ia aplicado el test d¢ para comparaciones entre
grupos. N: tamafio muestral; p: significacion estiida.

Tampoco los niveles de PAI-1ag ni de PAI-1fc seciason con los resultados
de la coronariografia (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Comparacion de niveles de PAI-1 en @idn de las coronariografias (N=180 pacientes
con estudio de niveles completo y coronariograffealizada).Se representan las concentraciones de
PAIl-1ag y PAI-1fc en los pacientes con coronaridigragrupados segun las tres clasificaciones (4, B
C) especificadas en “Material y Métodos” (véasedigla). Las barras representan medianas y las lineas
sobre ellas acotan el rango (percentil 10%-perde®@%). Se ha aplicado el test U de Mann-Whitney
(para 2 grupos) o el test de Kruskal-Wallis (par@smgrupos). N: tamafio muestral; p: significacion
estadistica.

En cuanto a la repercusién de la presencia dab diél en la aparicion de
eventos tromboticos en la evolucion, encontram@standencia no estadisticamente
significativa entre esta caracteristica genétidasyeventos tromboticos analizados,
exitus, reingreso o evento combinado exitus-resgreeon p=0,561, p=0,126 y
p=0,103, respectivamente. Como se muestra en laaF13, existe una separacion
progresiva de las lineas de supervivencia libremvdatos en los pacientes con y sin el
alelo 4G, aunque no estadisticamente significativa.
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Se analizo igualmente la influencia e niveles de PAI-1ag y PAI-1fc en el
desarrollo de eventos. Para ello se dicotomizastaseariables tomando como puntos
de corte los valores correspondientes a los pdeeB0% y 90% (para PAI-1ag 44,0
y 57,4 ng/ml, respectivamente, y para PAI-1fc 30,84,0 U/ml, respectivamente).
Aunque ninguno de los puntos de corte analizades@go significativamente con el
desarrollo de eventos (Kaplan Meier, Log Rank, @5)),se observé una tendencia a
una evolucion desfavorables en sujetos con nideld3Al-1 elevados (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Curva de supervivencia libre de eventg PAI-1 En A, el evento fue el reingreso
trombético. En B, el evento fue el combinado déusxy reingreso trombéticcEl subindice 1 hace
referencia a la presencia o ausencia del alelo 4& polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1. El
subindice 2 hace referencia a los niveles de PAI-H punto de corte de 57,4 ng/ml corresponde al
percentil 90% de PAI-1ag en la distribuciéon de gates con estudio analitico completo. El valor & p
ha obtenido de curvas de Kaplan Meier (Log Rankgignificacion estadistica; -4G: ausencia del alel
4G; +4G: presencia del alelo 4G.
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Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

El alelo T se distribuyé uniformemente en todos ¢pupos segun las tres
valoraciones de la coronariografia (presencia dierles significativas, nimero de
territorios coronarios afectos y extension-severida las lesiones aterosclerdticas)
(Figura 4.14). Tampoco se observaron diferencigmif@tativas al analizar el
genotipo, CC, CT o TT en relacién a las tres valorees de la coronariografia
(datos no mostrados). En definitiva, no se objetin®d perfil desfavorable en
presencia del alelo T ni en presencia del gendtipo
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§in _Igsio_nes 1€ c_on_lgsiqnes es N=29 N=34
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Figura 4.14. Genotipos del gen del TAFI en funcidte la coronariografia (N=205 pacientes con
estudio genético y coronariografia realizad8p representa el porcentaje de pacientes con cada
genotipo (véase leyenda) en funcion de las tresifidaciones (A, B y C) especificadas en “Matewal
Métodos” para la afectacién coronaria (abscisasg I$a aplicado el test dg®, (2 para comparaciones

entre grupos. Genotipo CC: variante Thr/Thr. GepotiCT: variante Thr/lle. Genotipo TT: variante
Ile/lle. N: tamafio muestral. p: significacién eststita.
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Tampoco los niveles de TAFlag ni de TAR& asociaron con los resultados
de la coronariografia (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Comparacion de niveles de TAFI en fudo de las coronariografias (N=180 pacientes
con estudio de niveles completo y coronariografiealizada). Se muestran las concentraciones de
TAFlag y TAFIfc en los pacientes con coronarioggadfjrupados segun las tres clasificaciones (A, B y
C) especificadas en “Material y Métodos” (véasedegla). Las barras representan medias y las lineas
sobre ellas 1 desvio estandar. Se ha aplicado €l t&tudent para la comparacion de muestras
independientes (A) o ANOVA (B y C) para la compia@racle los niveles entre los distintos subgrupos.
Unidades de: TAFlag %; TAFIfag/ml. p: significacion estadistica

Se analiz6 la asociacion de la presendiald® T y el desarrollo de eventos,
sin encontrar diferencias estadisticamente siguifias al analizar el exitus, el
reingreso o en evento combinado exitus-reingresmhobtico (Kaplan Meier, Log
Rank, p>0,05).
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Se aplico el mismo tratamiento estadistico pasdizar la influencia de los
niveles de TAFlag y TAFIfc en el desarrollo de éwesnPara ello se dicotomizaron
estas variables tomando como punto de corte elr vadorespondiente a los
percentiles 80% y 90% (para TAFlag 123,4 y 144, 7réspectivamente y para
TAFIfc 12,9 y 14,9 jag/ml, respectivamente). Ninguno de los puntos dedeco
analizados se asoci6 significativamente con elrddiade eventos (Kaplan Meier,
Log Rank, p>0,05).

4.2.2.2. LIPOPROTEINA (a)

La presencia de isoformas de apo(a) de bajo pescuoiar no se asocio con
una mayor afectaciébn coronaria en cualquiera detrles valoraciones de las
coronariografias. Sin embargo, cuando se excluydebrandlisis a los sujetos que
expresaron simultaneamente isoformas de alto ydesgo molecular de apo(a) (N=26)
y se comprobo una relacion significativa entrerisencia de isoformas de bajo peso
molecular y la presencia de lesiones angiografipa®,049) y el nimero de vasos
afectos (p=0,010), asi como una tendencia no migtifa con el grado de
aterosclerosis coronaria (p=0,185) (Figura 4.16).

Los niveles de Lp(ax30 mg/dl si se asociaron significativamente con la
presencia de lesioneg?( p=0,007, OR 9,9 IC 95% 1,3-75,6), con el patrén d
enfermedad coronarix p=0,009) y con la severidad de la aterosclemasisnaria
(x% p=0,002) (Figura 4.17 A, B y,L Igualmente, los niveles de Lp(a) analizados
como variable continua se asociaron significativai@e con el grado de
aterosclerosis coronaria (p=0,030) (Figura 4.3)7 C
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Figura 4.16. Isoformas de apo(a) en funcion de laronariografia (pacientes con estudio genético y
coronariografia realizada).Se representa el porcentaje de pacientes con tafarma apo(a) (véase
leyenda) en funcién de las tres clasificacionesBAy, C) especificadas en “Material y Métodos” pdea
afectacion coronaria (abscisas). El subindice 1eéhaeferencia a N=205 y el subindice 2 a N=179,
cuando los sujetos que expresaron simultdneamgra@pde alto y bajo peso molecular (N=26) fueron

excluidos. Se ha aplicado el test gfe para comparaciones entre grupos. N: tamafio mugstpa
significacion estadistica.
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Figura 4.17. Niveles de Lp(a) en funcion de la comriografia (N=180 pacientes con estudio de
niveles completo y coronariografia realizadal\, B y G representan el porcentaje de pacientes
(ordenadas) con Lp(a»30 mg/dl o <30 mg/dl (véase leyenda) en funciénladeresultados de la
coronariografia (abscisas), segun las tres claaifiones (A, B y C) especificadas en “Material y
Métodos” para la afectacién coronaria.,@nuestra la concentracion de Lp(a) (cada barra éaduina
mediana y las lineas sobre ella acotan el rangacemil 10%-percentil 90%) segun el grado de
aterosclerosis coronaria (clasificacion C). Las quamaciones entre grupos se han efectuado con €l tes
de ¥* para la variable Lp(a) dicotémica (A, B y;)3y con el test de Kruskal-Wallis para la Lp(a) @m
variable continua (§. N: tamafio muestra; p: significacién estadistica
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Este analisis se repitid solo para aquellos paesetdn decalajes menores de
6 meses entre el cateterismo y el analisis de sgidi pacientes). Los resultados
fueron superponibles a los anteriores (Figura)4.18
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Figura 4.18. Niveles de Lp(a) en funcion de la coronariografidfN$111 pacientes con estudio de
niveles completo y decalaje con la coronariografié meses)A, B y G representan el porcentaje de
pacientes (ordenadas) con Lp@E30 mg/dl o <30 mg/dl (véase leyenda) en funcidiodeesultados de

la coronariografia (abscisas), segun las tres dlaaciones (A, B y C) especificadas en “Material y
Métodos” para la afectacion coronaria.,@uestra la concentracién de Lp(a) (cada barra iadima
mediana y las lineas sobre ella acotan el rangacemtil 10%-percentil 90%) en funcion del grado de
aterosclerosis coronaria (clasificacion C). Las quamaciones entre grupos se han efectuado con €l tes
de ¥* para la variable Lp(a) dicotémica (A, B y;)3y con el test de Kruskal-Wallis para la Lp(a) @m
variable continua (§). N: tamafio muestra; p: significacion estadistica
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Los niveles elevados de Lp(a), como variable comtirse asociaron a la
presencia de aterosclerosis coronaria grave (p£p,@Mos modelos de regresion
logistica ajustaron estos resultados para la pcesate los factores de riesgo
cardiovascular (modelo 1) y para los anteriorea igdforma mayoritaria de apo(a)
(modelo 2). Los niveles elevados de Lp(a) mantaviesu asociacién con la
aterosclerosis coronaria grave, tanto en el motelmmo en el modelo 2 (p=0,004 y
p=0,003, respectivamente) y con cada incremeniop@&) de 11,7 mg/dl (1 desvio
estandar) la OR aumento un 40%, un 40% y un 60&tinsel modelo no ajustado,
ajustado con el modelo 1y con el modelo 2, respaoente (Tabla 4.20).

Este mismo andlisis se repitio para la Lp(a) coranable dicotomica. Se
observé una asociacion significativa entre niveies p(a)=30 mg/dl y la presencia
tanto de lesiones coronarias (OR 9,9 IC 95% 1,8)7%,como de aterosclerosis
grave (OR 3,2 IC 95% 1,4-7,3). Al igual que en ahlasis univariado, estas
asociaciones se mantuvieron estadisticamente isg@finiis en los dos modelos de
regresion logistica empleados en el analisis naritwte (Tabla 4.20).

OR OR OR
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
no ajustada ajustada ajustada
modelo 1 modelo 2
Lp(a) (mg/dl) *y:
» Lesiones significativas 1,4 (1,0-2,0) 1,3 (0,9-1,9) 1,5 (0,9-2,3)
 Enfermedad de 3 vasos 1,1 (0,9-1,4) 1,1 (0,8-1,4) 1,2 (0,9-1,6)
* Aterosclerosis grave 1,4 (1,2-1,8) 1,4 (1,1-1,8) 1,6 (1,2-2,2)
Lp(a)=30 mg/dl y:
» Lesiones significativas 9,9 (1,3-75,6) 8,3(1,1-64,9) 15,1 (1,6-140,1)
» Enfermedad de 3 vasos 1,7 (0,7-3,8) 1,3 (0,6-3,2) 1,8 (0,6-5,5)
+ Aterosclerosis grave 3,2(1,4-7,3) 2,8 (1,2-6,9) 3,6 (1,2-11,1)

Tabla 4.20. Lp(a) (como variable continua y comoriadle dicotébmica) y patrones angiogréaficos
desfavorables de enfermedad coronarfae muestran ORs con sus respectivos IC 95% obteuieo
modelos de regresion logistica que incluyeron délovariable de interés (analisis no ajustado), la
anterior mas los factores de riesgo cardiovascymalisis ajustado con el modelo {)los anteriores
mas la isoforma mayoritaria de apo(a) (analisissado con el modelo 2). En el caso de la Lp(a) como
variable continua se muestran ORs para cada inergmde 11,7 mg/dl. OR: odds ratio. IC: intervalo
de confianza. p: significacion estadistica.

*Segun los modelos no ajustado, ajustado con eletootl y con el modelo 2, los valores de p para la
Lp(a) continua y los patrones angiogréaficos desfabtes (A: presencia de lesiones significativasdB:
enfermedad de tres vasos y C: de aterosclerosigeyrbueron p=0,072, p=0,148 y p=0,090 para A,
p=0,364, p=0,554 y p=0,303 para B y p=0,001, p=0400p=0,003 para C.
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La construccion de curvas ROC para cada estimadiéotomica de la
coronariografia (presencia/ausencia de lesionesnadas, presencia/ausencia de
enfermedad de tres vasos y presencia/ausenciaedEs@erosis coronaria grave)
permitio comprobar que la mejor utilidad de la camcacion de Lp(a) fue para la
identificacion de aterosclerosis coronaria graven(mayor area bajo la curva y
significaciéon estadistica) (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Curva ROC para los niveles de Lp(a) dgful) para cada uno de los patrones mas
desfavorables de la coronariografia (N=180 pacientecon estudio de niveles completo y
coronariografia realizada)Linea discontinua: linea de referencia. ABC: Abego la curva. N: tamafio
muestral; p: significacién estadistica; ROC: Reeei@perating Curve.
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De estas curvas se obtuvo la sensibilidad y lact#spdad para el punto de
corte de Lp(a) de 30 mg/dl, del valor ampliamergmaldecido en la literatura. A
continuacion se calcularon los valores predictpositivo (VPP) y negativo (VPN)
de dicho punto de corte en la identificacion depgasones mas desfavorables de la
coronariografia, segun las tres valoraciones angficgs (Tabla 4.21).

Presencia de Enfermedad de tres Aterosclerosis

lesiones coronarias vasos coronaria grave
Sensibilidad (%) 30 36 48
Especificidad (%) 96 77 79
VPP (%) 98 23 29
VPN (%) 17 85 89

Tabla 4.21. Sensibilidad, especificidad, valor piettlo positivo y valor predictivo negativo para el
punto de Lp(a) de 30 mg/dl en relacion a los patesrmas desfavorables en la coronariografizatos
extraidos de curvas ROC. VPP: valor predictivo pesj VPN: valor predictivo negativo; ROC:
Receiver Operating Curve.

En el andlisis de los eventos registrados en lduevm, no se detectd
asociacion significativa entre la presencia destdorma de apo(a) de bajo peso
molecular y el desarrollo de eventos trombéticostus, reingreso o evento
combinado exitus-reingreso (Kaplan Meier, Log Rg#),05). Aungue tampoco
la presencia de niveles Lp@30 mg/dl se asocio significativamente al desarrollo
de ninguno de los eventos considerados, se datratéendencia entre una menor
supervivencia libre de reingresos y la presenciaideles de Lp(a»30 mg/dl
(Figura 4.20).
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Figura 4.20. Curva de supervivencia libre de evestumbinado y niveles de Lp(agl valor de p se ha
obtenido de una curva de Kaplan Meier (Log Rankgignificacion estadistica.

4. 2. 2. 4. SISTEMA DE LA COAGULACION: PROTEINA C @GTIVADA
CIRCULANTE, FACTOR V LEIDEN Y MUTACION G20210A DE
LA PROTROMBINA

Proteina C activada circulante

Los niveles de APC se asociaron significativameatela afectacion coronaria
en todas y cada una de las valoraciones angicggsaempre de forma inversamente
proporcional. De esta forma, en presencia de ctram@ones menores de APC la
gravedad y la extension de la aterosclerosis cdeofuee mayor (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Niveles de proteina C activada circnte en funcién de las tres clasificaciones de
afectacion coronaria (N=180 pacientes con estudi® giveles completo y coronariografia realizada).
Se representa la concentracion de APC en funclasitres clasificaciones (A, B y C) especificagias
“Material y Métodos” para la afectacién coronariaalpscisas). Las barras representan medianas y las
lineas sobre ellas acotan el rango (percentil 108tepntil 90%). Se ha aplicado el test U de Mann-
Whitney o el de Kruskal-Wallis para comparar losugws. N: tamafio muestral; p: significacion
estadisticaAPC: proteina C activada circulante.

Este andlisis se repitié solo para aquellos pagsetin decalajes menores de
6 meses entre el catetersimo y el analisis de sdftigld pacientes). Los resultados
fueron superponibles a los anteriores (Figura 4.22)
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Figura 4.22. Niveles de proteina C activada circnte en funcion de las tres clasificaciones de
afectacion coronaria (N=111 pacientes con estudie diveles completo y decalaje con la
coronariografia <6 mesespe representa la concentracién de APC en fundélas tres clasificaciones

(A, B y C) especificadas en “Material y Métodos"rada afectacion coronaria (abscisas). Las barras
representan medianas y las lineas sobre ellas acetarango (percentil 10%-percentil 90%). Se ha
aplicado el test U de Mann-Whitney o el de Krudkéllis para comparar los grupos. N: tamafio
muestral; p: significacion estadisticAPC: proteina C activada circulante.

Finalmente, se analizaron los eventos registradda evolucion en relacion a
los niveles de APC. Para ello se dicotomizé estabi@ tomando como punto de
corte los valores correspondientes al percentil ¥08% (0,64 ng/mly 0,78 ng/ml,
respectivamente). No se detectd asociacion sigtife entre los niveles de APC y
el desarrollo de eventos tromboticos, exitus, m@sg o evento combinado exitus-
reingreso (Kaplan Meier, Log Rank, p>0,05, datosnostrados).
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Factor V Leiden y mutacion G20210A de la protrombim

Aunque su prevalencia en el grupo de pacienteddu®siado baja para extraer
conclusiones, ni la presencia del factor V Leidela nle la mutacion G20210A de la
protrombina se asocio con patrones desfavorablés @ronariografia (Figura 4.23
y Figura 4.24, respectivamente) ni con el desarrdié eventos adversos en la
evolucion (Kaplan Meier, Log Rank, p>0,05, datosmustrados).
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Figura 4.23. Presencia del factor V Leiden en fudci de la coronariografia (N=205 pacientes con
estudio genético y coronariografia realizade&8e representa el porcentaje de pacientes con astor
V Leiden (véase leyenda) en funcion de las tresifidaciones (A, B y C) especificadas en “Materal
Métodos” para la afectacién coronaria (abscisasg. I8 aplicado el test g o el test exacto de Fisher
para comparaciones entre grupos. N: tamafio muegtradignificacion estadistica.
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Figura 4.24. Presencia de la mutacion G20210A depiatrombina en funcion de la coronariografia
(N=205 pacientes con estudio genético y coronarafta realizada).Se representa el porcentaje de
pacientes con o sin mutacion G20210A de la protinenlfvéase leyenda) en funcion de las tres
clasificaciones (A, B y C) especificadas en “Maery Métodos” para la afectacion coronaria
(abscisas). Se ha aplicado el test xfeo el test exacto de Fisher para comparaciones egtupos.

Ptso02104 Mutacion G20210A del gen de la protrombina; Nm&dio muestral; p: significacion
estadistica.
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4.2.2.4. OTROS PARAMETROS: FIBRINOGENO Y PROTEINAREACTIVA

Se observé una tendencia no significativa ensedsultados angiograficos y
los niveles de fibrindgeno y de proteina C readfiigura 4.25).
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Figura 4.25. Fibrindgeno y de proteina C reactiva éuncion de las tres clasificaciones de afectaciéon
coronaria (N=180 pacientes con estudio de nivelempleto y coronariografia realizadall subindice
1 se refiere a la concentracion de fibrinégeno (@fgy el 2 a la de proteina C reactiva (mg/l) endidn
de las tres clasificaciones angiograficas (A, B )yeGpecificadas en “Material y Métodos” (abscisas).
Para el fibrinégeno, las barras representan medidas lineas 1 desvio estandar por encima y deth@jo
ellas. Para la proteina C reactiva, las barras repentan medianas y las lineas sobre ellas acotan el
rango (percentil 10%-percentil 90%). Se ha aplicaddest t de Student o ANOVA para el fibrinbgeno y
el test U de Mann-Whitney o el de Kruskal-Wallisapi proteina C reactiva. N: tamafio muestral;
p: significacion estadistica.
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Finalmente, tampoco los eventos trombaoticos eavigucion se asociaron
significativamente a la concentracion de fibrinGgencon la de proteina C reactiva.
Tan solo se observo una tendencia, de nuevo ndisstamente significativa, entre

los niveles elevados de proteina C reactiva y ielgreso o el evento combinado
(Figura 4.26).
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Figura 4.26. Curva de supervivencia libre de evermmbinado y niveles de proteina C reacti#.
punto de corte de 1,76 mg/l corresponde al pert&o de proteina C reactiva en la distribucion de
pacientes con estudio analitico completo. El valerp se ha obtenido de una curva de Kaplan Meier
(Log Rank). p: significacion estadistica.
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5.- DISCUSION
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Con el mismo orden que hasta ahora, a continuaeidiscuten los resultados
siguiendo este esquema:

5.1. Analisis descriptivo general:
5.1.1. Comparacién entre pacientes y controles
5.1.2. Caracteristicas especificas de los pacientes

5.2. Parametros de la fibrinolisis y la coagulacion
5.2.1. Marcadores de riesgo de infarto de miocadidad precoz.

5.2.1.1. Sistema fibrinolitico: inhibidor del activador dplasmindégeno
tipo-1, inhibidor de la fibrinolisis activable ptvtombina y otros

5.2.1.2. Lipoproteina (a)

5.2.1.3. Sistema de la coagulacion: proteina C activadalaimte, factor V
Leiden y mutacion G20210A de la protrombina

5.2.2. Marcadores de extension y severidad deféareadad coronaria y/o del
desarrollo de eventos trombdéticos evédueion.

5.2.2.1. Sistema fibrinolitico: inhibidor del activador delasminégeno
tipo-1 e inhibidor de la fibrinolisis activable pimombina

5.2.2.2. Lipoproteina (a)

5.2.2.3. Sistema de la coagulacion: proteina C activadalamte, factor
V Leiden y mutacion G20210A de tatppmbina

5.2.2.4. Otros parametros: fibrinGgeno y praet reactiva

5.3. Discusion final
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5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO GENERAL

5.1.1. COMPARACION ENTRE PACIENTES Y CONTROLES

En general, la prevalencia de los factores de sieagdiovascular en la
poblacion analizada fue similar a la descrita easoestudios y registros realizados
en nuestro pais [7,8].

5.1.2. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LOS PACIENTES

El infarto en gente joven es tipicamente una erddad de hombres, y asi lo
reflejan los porcentajes mostrados en la Tablghbfnbres 89,2%, mujeres 10,8%),
cifras totalmente coincidentes con otros trabagadizados en poblaciones similares
tanto de nuestra area [12] como de otros pais&§.[31

El tabaquismo es, sin duda, el factor de riesgo prégalente en los pacientes
jovenes con infarto de miocardio: 89,2% en la pablaestudiada (Tabla 4.1) y del
76% al 91% en trabajos previos [12, 320, 321]. Ameente se ha indicado la
importancia de la cuantificacion del colesterobkat de sus fracciones [322, 323].
En este trabajo de tesis doctoral la prevalenciia dislipemia (definida a partir de
la concentracion de colesterol y de triglicéridesgan lo comentado en Material y
Métodos) fue del 67,1%. Si se hubieran tenido emntauexclusivamente las cifras
de colesterol total>250 mg/dl), registradas en el 43,2% de los pacentss
resultados habrian sido superponibles (39,9%) adtm=imentados en trabajos
previos realizados en nuestra area geogréfica £88®y 1999 [12]. La distribucion
de factores de riesgo de infarto de miocardio el &ssis fue diferente a la
observada en la poblacion navarra del registro IBRR11], especialmente entre
los hombres, con una menor representacion del gcopo0 y 1 factor de riesgo
cardiovascular (Tabla 5.1). Estas diferencias rl@maente estén relacionadas con
el criterio utilizado para el diagndstico de infade miocardio (que por motivos de
fechas de publicacibn en el caso dajyistro IBERICA no pudo incluirla
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actualizacion de la European Society of Cardiolagyrican College of
Cardiology [305]) y/o con el criterio utilizado @ael diagndéstico de los factores de
riesgo cardiovascular (especialmente la dislipdnpafcolesterolemia y el
tabaquismo, incluyendo o no a los exfumadores) nide por la edad analizada, los
pacientes de la presente tesis doctoral (hastafi6g) alebian incluso haber sido
“mas sanos” en comparacion con el grupo de edath H&b afios del registro
IBERICA.

N° de FRCV Registro IBERICA* Esta tesi¥ P
segun sexo Hombres  Mujeres Hombres Mujeres Hombres  Mujeres
N=160 N=21 N=211 N=26
0 N (%) 15(9,4) 2 (9,5) 3(1,4) 3(11,5) 0,009 1,000
1 N (%) 56 (35,0) 9 (42,9) 44 (22,3) 38,6) 0,009 0,782

Tabla 5.1. Prevalencia de los factores de riesgopacientes jévenes: poblacién navarra del Registro
IBERICA [11] vy esta tesisEl valor de p se ha obtenido del testyde del test exacto de Fisher. FRCV:
factores de riesgo cardiovasculaN: tamafio muestral; p: significacién estadistica.

" Pacientes analizaddmsta 54 afios

¥ Pacientes analizados hasta 51 afios

Por lo que respecta a las caracteristicas climispscificas de los pacientes, la
prevalencia de claudicacién intermitente, anginafarto de miocardio y
revascularizacion coronaria previa (Tabla 4.2) dumilar a la descrita en trabajos
previos [12].

En cuanto a las pruebas complementarias realizddaante el ingreso
hospitalario (Tabla 4.3), existen datos de funaiéntricular en la gran mayoria de
los pacientes incluidos en este trabajo (89,9%¢qatiendo en su mayor parte de
estudios ecocardiograficos y, en su defecto, ddricatografias. Estas cifras
parecen ser algo mayores (ecocardiografia praeticad el 77,5%) que las
observadas en la poblaciéon navarra del registroRIBRA [11] y, desde luego,
mayores a las observadas (46,0%) en registros cestiaigénses [324], aunque
ninguna de estas cifras se restringe al grupo dd dé interés. Aunque es bien
conocida la utilidad del test de esfuerzo camaalictor de eventos en la evolucién
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[325], es destacable la baja tasa (37,1%) de adilin de esta prueba durante el
ingreso hospitalario (Tabla 4.3), quizds motivadagpe en algunos casos los
especialistas responsables justificaron la reabmade una coronariografia directa
sin documentacion previa de isquemia miocéardicarmsse en la edad (joven) de
sus pacientes, en el desarrollo de angina postnfdp en el hallazgo de una
funcién sistélica del ventriculo izquierdo detesida, dentro del marco general de
facilidades en la realizacion de esta exploracidnsp buena la disponibilidad en el
hospital La Fe. Entre los pacientes que se soroati@run test de esfuerzo, el alto
porcentaje de resultados no concluyentes (26,1%)abiemente fue motivado por
el empleo de farmaco@-bloqueantes durante el ingreso (52,3%), a pesdade
precaucion de retirarlos tres dias antes de lizaeadn de la prueba. El porcentaje
de empleo de este farmaco durante el ingreso lateat por infarto de miocardio
fue algo menor (60,6%) a la descrita previamentdéagooblacion navarra (25-75
afnos) del registro IBERICA [11]. Durante practicameetodo el tiempo de recogida
de datos de esta tesis no existia alerta de heardia de 24 horas, y tan solo en
los ultimos meses se implementdé esta medida asiaterpara ofertar
intervencionismo de rescate en los casos incluediosl protocolo que se definio en
su dia. Por lo tanto, ante la falta de oferta dpagastia primaria en nuestra area, el
tratamiento de elecciéon en todos los casos que taleiou con elevacion del
segmento ST, en ausencia de contraindicacionedaftrembolisis. En esta serie,
este subgrupo de pacientes se beneficié de trattmi@mbolitico en el 81,0% de
los casos, dato algo mayor (73,0%) al descrito pamentes menores de 45 afos
con infarto de miocardio en nuestra area geogrffizh

La baja mortalidad intrahospitalaria observada eestra serie de pacientes
jovenes ingresados por infarto agudo de miocartabla 4.4, 2,1%) es similar a la
reflejada en estudios previos (3,5%) [12]. Tamb&mcidencia de exitus de causa
trombética durante el seguimiento (3tR4,3 meses) fue baja (2,9%), muy
probablemente por la juventud de los pacientesiitha$ y por la baja prevalencia de
depresion moderada-severa de la fraccidon de eyeatdb ventriculo izquierdo
(13,6% en esta tesis).

Finalmente, es llamativa la falta de asociaciomiigativa entre reconocidas
variables clinicas desfavorables y el desarroll@dentos (Tabla 4.5). Asi, sélo la
presencia de mala fraccion de eyeccion del vemdriguierdo se asocié con el
exitus trombatico (p=0,001), probablemente porifewtad para desligar el evento
trombético causante del infarto agudo decanidio inicial de la insuficiencia
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cardiaca por el deterioro de funcién sistolica moesla por €l (recordemos que de
los 6 exitus por sindrome coronario agudo 5 desddlecedieron durante el ingreso
inicial). Por otra parte, la presencia de diabetedlitus mostr6 una tendencia
proxima a la significacion estadistica al ser aaala en relacion al exitus

trombdético (p=0,101) y al evento combinado (p=0)088unque 30,7 meses de
seguimiento medio es una cifra aceptable, quizawayor periodo de seguimiento
0 un mayor tamafio muestral podria distinguir algdeaestas variables como
marcadora de eventos en la evolucion. En estejoral@ tesis doctoral no se

encontraron diferencias en el desarrollo de evesriola evolucion cuando se tuvo
en cuenta el sexo, a diferencia de lo observadofpos autores de nuestro entorno,
gue encontraron una mayor mortalidad en mujeresrdano agudo de miocardio

manifestado con elevacién del segmento ST [326jow enda Q [327]. Estas

divergencias subyacen, probablemente, en las dde® de los grupos clinicos
estudiados (en la presente tesis doctoral limitat#opoblacion joven), situacién que
también restringe de forma considerable el nUmermdjeres participantes en este
estudio.
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5.2. PARAMETROS DE LA FIBRINOLISIS Y DE LA COAGULAC ION

5.2.1. MARCADORES DE RIESGO DE INFARTO DE MIOCARDIO A
EDAD PRECOZ

5.2.1.1. SISTEMA FIBRINOLITICO: INHIBIDOR DEL ACTNDOR DEL
PLASMINOGENO TIPO 1, INHIBIDOR DE LA FIBRINOLSIS
ACTIVABLE POR TROMBINA'Y OTROS

Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1

El andlisis de los genotipos y de la presenciaati#b 4G demostrdé que esta
caracteristica genética se encuentra diferentemeptesentada en los dos grupos
clinicos estudiados. Asi, se observé una mayorepois del alelo 4G en pacientes
gue en controles, con una OR de 2,0 en el analis@justado y ajustado, siempre
con significacion estadistica (Tabla 4.6). Interdssatacar que esta caracteristica
genética no es modificable y, por tanto, nunca euwst considerada efecto de la
cardiopatia isquémica, a pesar de tratarse de tudi@de casos y controles. No
obstante, esta asociacion debe tomarse con prénaacia luz de los resultados
negativos de un trabajo desarrollado en Italia potencia estadistica superior a la
de la presente tesis doctoral en este apartado {@0fe a 70%), que incluyé 1210
pacientes con infarto de miocardio a edad infaidb afios y 1210 controles [328].
Parte de las discrepancias observadas podriansgedbeiue en el estudio italiano los
pacientes se incluyeron tiempo después del infémto se detalla con cuanto
decalaje) de forma que no se puede excluir quegles fallecieron precozmente
pudieran haber tenido un perfil genético mas desédble. Esta limitacion no es
aplicable a la presente tesis doctoral, pues eidestgenético se realizé en las
primeras 48 horas de estancia hospitalaria trasfato de miocardio y, de los 5
fallecidos intrahospitalariamente, de los cuale8@%) presentaban el alelo 4G
(N=4). Finalmente, la comprobacion de que el polframo 4G/5G del PAI-1 se
encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg apon@encia en contra de la
existencia de estratificacion en la poblacion eatielo de errores en el genotipado.
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También los niveles de PAI-lag y PAI-1fc fueron wmr@g en el grupo de
pacientes que en el de controles (Tabla 4.7 y &8piendo en cuenta que los
niveles de PAI-1 se han visto asociados a los coentes del sindrome metabdlico
(donde forman parte de la constelacion sindromiabesidad, la hipertension
arterial y la hipertrigliceridemia, entre otrosP[9los resultados se ajustaron para la
presencia de los factores de riesgo cardiovaschlpertension arterial, diabetes
mellitus, tabaquismo, dislipemia y obesidad). Lagerdncias observadas se
mantuvieron estadisticamente significativas emalisis multivariante en lo que al
PAIl-lag respecta (Tabla 4.7 y 4.8), apuntando sibfm efecto deletéreo afiadido
de este parametro no mediado exclusivamente pasaciacion con el sindrome
metabalico. EI aumento progresivo de las ORs pasaliferentes cuartiles de PAI-
lag se perdié, no obstante, al ajustar los reqdtauciales con el modelo 1y 2,
probablemente por la presencia de una distribudé&igual de factores de riesgo en
los distintos cuartiles de PAI-1 (mayor porcentaje pacientes hipertensos,
dislipémicos y obesos en el 4° cuartil que en stbret8,0% de hipertensos en el 4°
cuartil versus 25,0% proximadamente en el restch%4de dislipémicos en el 4°
cuartil versus 60,0% en el resto y 38,8% de oberaa 4° cuartil versus 16,0% en
el resto).

En un intento por comparar el peso relativo quggudos niveles elevados de
PAI-1ag (cuartil 3° versus 1°, y 4° versus 1°) lenesgo de padecer un infarto de
miocardio a edad precoz, es destacable sefalasupiORs ajustadas para los
factores de riesgo cardiovascular (Tabla 4.8, GR@&,95% 1,8-12,8 y 4,0 IC 95%
1,6-10,0, respectivamente) fueron equiparables ddda diabetes mellitus (OR 4,9
IC 95% 1,6-15,6) y superiores a las de la disligeynia obesidad (OR 3,7 IC 95%
2,1-6,6 y OR 2,8, IC 95% 1,2-6,5, respectivamertelel modelo ajustado para el
resto de factores de riesgo (Tabla 4.1). Igualmesitpeso relativo ajustado de la
presencia del alelo 4G fue algo menor del que sifobesidad (Tabla 4.6, OR 2,2
IC 95% 1,2-4,1y Tabla 4.1, OR 2,8, IC 95% 1,2-66Spectivamente).

Dada la posibilidad de sintesis de PAI-1 por pddkendotelio lesionado, su
grado de implicacion (como causa y/o como efeatolpecardiopatia isquémica ha
sido discutido desde hace afos. En virtud de sefndisle casos y controles, el
presente trabajo no permite discernir si un nilevado de PAI-1 es una causa del
infarto de miocardio, un efecto de aquél o si segarta simultdneamente como
ambos, causa y efecto. Lo que si permite afirmgues
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Como se ha indicado previamente, los pacientesepi@®n una mayor
prevalencia del alelo 4G (Figura 4.2, p=0,001; &abb).

- En el grupo de controles (grupo mas “puro”) la pnesa del alelo 4G se
asocio a niveles mas altos de PAI-1ag (Tabla 4:0,010).

- Esta relacion no se cumple en los pacientes (Tab® p=0,775),
probablemente porque, en ellos, la sintesis de IPAbkta incrementada o su
metabolismo reducido por mecanismos 4G-indeperebenEn este sentido, la
contribucion del sindrome metabdlico justificariargalmente la presencia de
niveles mayores de PAIl-1lag en el grupo de paciéaegeproduce una reduccion del
30% en la OR ajustada con el modelo 1 y se obserducciones similares en el
analisis por cuartiles, Tabla 4.7 y Tabla 4.8).

En definitiva, en el grupo de pacientes existeustrato genético que favorece
la presencia de niveles incrementados de PAI-1 npesadel desarrollo de
cardiopatia isquémica clinica. Ademas, las variasccircadianas de los niveles de
PAl-lag y PAI-1fc (maximas a primeras horas de kfiama) condicionarian un
nivel de fibrinolisis enddégena minimo a estas h{@as] [330] que coinciden con el
pico de maxima incidencia del infarto de miocar{381]. Tras el debut de la
cardiopatia isquémica, los factores de riesgo ceadcular (entre los que se
incluyen varios aspectos del sindrome metabdliepjian sélo parcialmente la
presencia de unos niveles de PAI-1 aumentados snpézientes, pues las
diferencias con los controles siguen siendo egtealisente significativas aun tras
ajustar los resultados a la presencia de los et riesgo cardiovascular clasicos.

Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

De acuerdo con Morange PE y col [149], en el mtesdrabajo no se
encontraron diferencias significativas en la distcion del polimorfismo C1040T
del TAFI en los grupos de pacientes y controles (mmotipos en la Figura 4.3,
p=0,384; por la presencia o ausencia del alelo Tadfigura 4.4, p=0,920; Tabla
4.10). De nuevo, la comprobacion de que elnmofismo C1040T del TAFI se
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encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg apon@encia en contra de la
existencia de estratificacion en la poblacion eatielo de errores en el genotipado.

Independientemente del grupo clinico, la mayosqueia del alelo T se asoci6
con niveles menores de TAFlag (Tabla 4.13, p<0,0&ktos hallazgos podrian
deberse a la presencia de diferencias reales eantaentracion de TAFlag o bien a
una desigual reactividad de cada variante con rtisugrpos utilizados durante su
cuantificacion con técnica de ELISA [141]. Sea aed la causa de estas diferencias,
en general se encontraron niveles mayores de TAdfidgs pacientes para cualquier
genotipo (CC, CT o TT), aunque sin diferenciasigativas (Tabla 4.13).

Se han publicado resultados contradictorios sebrpapel del TAFI en la
cardiopatia isquémica. Por un lado, es razonalsldedel punto de vista fisiopatoldgico
gue Silveira A y col [136] encontraran niveles antados de TAFIfc en los pacientes
(estudio de casos y controles) y que Morange P&l y148] observaran una mayor
concentracion de TAFlag en los sujetos que detabvasi cardiopatia isquémica en el
seguimiento (estudio de cohortes). Pero, sin erob#agbién se han publicado datos
discordantes [147] que otorgan a los niveles deldd\ein papel protector frente al
desarrollo de cardiopatia isquémica (estudio descgscontroles). En el presente
trabajo de tesis doctoral no se observaron dif@asrsignificativas en relacion a los
niveles de TAFlag (Tabla 4.11, p=0,811) y los regelde TAFIfc resultaron
significativamente mayores en los pacientes en aamgsjon con los controles (Tabla
4.11, p<0,001), diferencias también significatisaando estos niveles se normalizaron
para la concentracion de TAFlag en cada sujetoldahl, cociente TAFIfc/TAFIfc,
p<0,001) y cuando estos resultados se ajustaroa [m factores de riesgo
cardiovascular y para la presencia del alelo T .

En un intento por comparar la contribucion de logles elevados de TAFIfc
(cuartil 3° versus 1°, y 4° versus 1°) en el riedgpadecer un infarto de miocardio a
edad precoz, es destacable sefialar que sus ORxlagipara los factores de riesgo
cardiovascular (Tabla 4.12, OR 4,1 IC 95% 1,5-38,86,6 IC 95% 1,8-24,2,
respectivamente) fueron equiparables a las de fatoctsres de riesgo cardiovascular
como la hipertension arterial (OR 5,5 IC 95% 2,3t1% la diabetes mellitus (OR
4,9 IC 95% 1,6-15,6) y superiores a las de laghstia (OR 3,7 IC 95% 2,1-6,6 ) y
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la obesidad (OR 2,8, IC 95% 1,2-6,5) en el modglstado para el resto de factores
de riesgo (Tabla 4.1).

Se sabe que la variante lle/lle correspondiengembtipo TT del polimorfismo
C1040T del gen del TAFI presenta una mayor estiaoily capacidad hipofibrinolitica
aun cuando se asocia con niveles menores de TAER&) 130] y que parecen ser
secundarias, en parte, a una diferente sensibéidadiegradacién habitual del TAFla
por la plasmina [117]. Por ello, el hallazgo desiniveles aumentados de TAFIfc en
los pacientes en comparacion con los controle$ gregente estudio podria haber sido
ocasionada por una mayor representacion del gendiip en los pacientes. Sin
embargo, gracias al estudio simultaneo del polisrod C1040T se pudo comprobar
gue ésa no era la causa de las diferencias obasreadla concentracion de TAFIfc
(Figura 4.3, Figura 4.4 y Tabla 4.10).

La inquietud por buscar otras causas para el aonuenT AFIfc en pacientes
condujo al analisis del papel del PCI, por su cdpacpara frenar la producciéon de
APC a partir de proteina C en presencia de coramoitres altas de trombomodulina
(@) o para frenar la produccion de TAFla a parér TAFI en presencia de
concentraciones bajas de trombomodulina (b) (Figuis). La concentracion de
trombomodulina no se puede cuantificar (por tratate un receptor de membrana
endotelial, cuya parte soluble en sangre periféngade no reflejar fielmente los
niveles en el endotelio de arterias enfermas) pszosabe que en arterias
ateroscleroticas esta disminuida. Por este motpara justificar los resultados
comentados en el grupo de pacientes en la seguitdaci@ planteada
(concentraciones bajas de trombomodulina, b), daiberncontrarse niveles
disminuidos de PCI inversamente proporcionalessad® TAFla. Sin embargo, los
niveles del PCI fueron mayores en el grupo de ptsegue en el de controles (Tabla
4.18, p<0,001) y en el primer grupo no se obsena aorrelacion negativa con los
niveles de TAFIfc (r=0,066 p=0,346) ni tampoco uwarelacién positiva entre los
niveles de APC y los niveles de TAFIfc (r=0,034 [8D). Todos estos datos sugieren
gue este mecanismo no debe haber jugado un pgpattamte en el incremento de los
niveles de TAFIfc en los pacientes, si bien la ittacrempleada para cuantificar el
TAFIfc se basa en la activacidm vitro del TAFI gracias a la adicion de trombina y
trombomodulina en exceso (donde la concentracidimodeomodulina y de PCI del
sujeto carecen de toda importancia) y no permitdimel TAFla circulanten vivo.

El desarrollo de prometedoras técnicas de ELIS#imas a cuantificar el TAFla o
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el péptido liberado durante su activacion (con magbabilidad) permitiran solventar
estas limitacioné$. Finalmente, el hallazgo de unos niveles redudi#odPC en los
pacientes podria justificar, en cierta medida, fuectivacion del TAFlin vivo
estuviera favorecida por disponer de mayor gen@rade trombina, el mayor
activador del TAFI.

Aunque desde el descubrimiento del TAFI no haadal articulos explorando
su papel en distintas patologias con desequili®inostatico, hasta 2003 ninguno de
ellos se centro en el estudio simultaneo de loslesvde TAFlag y de TAFIfc, de los
genotipos del polimorfismo C1040T y otros paransetelacionados. En ese afio, la
publicacion de resultados parciales de esta t881] l[anz6 la hipotesis de que, en
situaciones de hipofuncion fibrinolitica, el TARlaivez activado a TAFla goza de una
mayor vida media (porque disminuye su degradacigdpitial via plasmina) que
refuerza mas el ambiente hipofibrinolitico inici8iguiendo esta linea, poco después
Leurs J y col [333] apoyaron este concepto arguemelot que el TAFla es capaz de
inhibir la fibrinolisis siempre y cuando supere uoancentracion umbral tPA-
dependiente. Asi, con concentraciones menoresAdéhtpofibrinolisis) el umbral de
TAFla necesario para que éste pueda exhibir sudinrantifibrinolitica sera mas bajo
[333]. La presente tesis doctoral muestra una le@ié® positiva, aunque modesta,
entre el TAFIfc y el TLE (r=0,206 p=0,004) y en&eTAFIfc y el PAI-lag (r=0,162
p=0,020) que traduce la presencia de mayores sivede TAFIfc en ambientes
hipofibrinoliticos (con escasa generacion de plaamiEsta hipofibrinolisis se refleja
en TLE alargados y podria estar mediada por digar&zanismos [como por ejemplo,
aumento de PAI-1 o de Lp(a), entre otros]. En esit@sinstancias se justifica una
menor degradacion del TAFla por parte de su prahéi@activador, la plasmina [117]
y, secundariamente, se potencia el circulo de aletrentacion positiva (pues los
niveles aumentados de TAFIfc disminuyen todavia la&generacién de plasmina y
ocasionan una mayor hipofibrinolisis). Finalmergé,hallazgo simultaneo de una
menor concentracion de APC en pacientes (Tabla, 4€%6,001), uno de los
inhibidores de la coagulacibn mas importanitesivo, sugiere que en ellos existe,
asimismo, un estado procoagulante con mayor geaerde trombina, el principal
activador del TAFI, que podria favorecer su actvaa TAFla.

VI El subcomité del Comité cientifico de estandait@a®003-2004 de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasiatfp://www.med.unc.edu/isth/SSC/04sscminutes/@ddilysis.htm), consciente
de ello esta trabajando en el tema.
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Otros parametros fibrinoliticos

De la comparacion realizada entre pacientes y@estse desprende que en
los primeros existe una hipofuncion del sistemarfdditico que queda reflejada en
un alargamiento significativo del TLE (p<0,001),cluso tras ajustar estos
resultados para los factores que se correlaciomameICTLE en el grupo de controles
(el “mas sano”) (p=0,029). A este ambiente hipdfiblitico observado en pacientes
contribuye significativamente el aumento de loselds funcionales de dos
importantes inhibidores de la fibrinolisis, el PAly el TAFI (Figura 4.5), entre
otros. El hecho de que el TLE no se correlaciomeatd AFIfc en controles pero si
en pacientes sugiere que, solo en estos ultimgpdn dhctor diferente al TAFI [como
por ejemplo, aumento de PAI-1 o de Lp(a), entresptprovoca una hipofibrinolisis
gue alarga el TLE y, secundariamente, incremerganigeles de TAFIfc (por
disminucién de su degradacion habitual por plasmina

De nuevo los niveles de fibrindbgeno resultaron ifigativamente mayores en
los pacientes que en los controles (p<0,001), sachuas ajustar estos resultados
para los factores de riesgo cardiovascular queoslacionaron con ellos en el
grupo de controles (tabaquismo e hipertension iabtgp=0,003). El fibrindgeno
presenta indudable actividad proaterogénica pdadm [292, 293, 296, 297] y, por
otro, se expresa como un reactante de fase agua@rgador de un sustrato
inflamatorio crénico, la aterotrombosis [294]. Reste motivo, a la presencia de
unos niveles elevados de fibrinégeno en los paeses¢ le puede otorgar un papel
simultaneo como causa y como efecto de la cardesafuémica.

En los grupos clinicos estudiados en esta tesiwiddmo hubo diferencias
significativas en los valores de tPAag (Figura 450,315). Estos resultados
discrepan de los publicados por Ridker PM y coljeg@s encontraron una
asociacion significativa entre unos niveles aundogade tPAag y el desarrollo de
infarto de miocardio en un estudio prospectivo [384 causa de este desacuerdo
podria encontrarse en diferencias epidemiologiea®sl sujetos estudiados y en las
diferencias en el tratamiento de los sujetos edosla(aparentemente libres de
enfermedad cardiovascular clinicamente manifiestargplados antes de 1993 en el
estudio de Ridker y con infarto de miocardio indbs posteriormente a septiembre
de 2000 en la presente tesis doctoral). Asi, pugséoen este trabajo los sujetos
estudiados fueron mas jévenes (menores de Slfaeditie a la edad mas avanzada
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del estudio citado, 40-84 afios) y el uso de estmtin antiagregantes entre los
pacientes estuvo muy extendido (71,2% y 89,2% odisppenente, en esta tesis), es
razonable suponer que la funcion endotelial erplusentes de esta tesis doctoral
podria estar mas preservada, hecho que justificadamenor expresion de tPAag
[335].

Finalmente, se han descrito modificaciones del esiat hemostatico
secundarias a cambios en los habitos de vida (t&rag, indice de masa corporal y
actividad fisica, entre otros) [336]. Si bien esrtd que esos cambios de habitos de
vida podrian haber modificado el perfil hemostatit® nuestros pacientes tras la
aparicion de un primer infarto de miocardio, logi@n cambiado, en su caso, para
mejor. Por ejemplo, aunque el tabaquismo aumerdanieeles de PAIl-1fc, de
fibrinbgeno y de tPAag, habitualmente los sujetas ¢jenen un infarto o bien
siguen fumando en la evolucién o abandonan estiohabdo que no es habitual, es
qgue un no fumador cambie de estatus tras un infdetomiocardio. Asi, las
diferencias encontradas en estas variables podréduso haber sido mayores en
caso de haberse determinado antes del desarrdllmfdeo de miocardio. Una
circunstancia similar es la relativa al aumentgéeso reflejado en un mayor indice
de masa corporal, pues se sabe que se asocieméntos tanto en el PAI-1 como
en el fibrinbgeno [337], no mediados por cambiosaeactividad fisica diaria. Si el
desarrollo de un primer infarto de miocardio llevaonsigo cambios dietéticos que
ocasionaran un incremento de indice de masa cdyperpustificaria parcialmente el
aumento de estos parametros en el grupo de paesitaliados. Pero, de nuevo, no
parece logico que los sujetos que desarrollan fantande miocardio aumenten de
peso por una via no relacionada con la actividsiddj pues precisamente suelen
mejorar sus habitos dietéticos tras el evento. lasidiferencias encontradas en el
PAIl-1fc y el fibrinbgeno podrian incluso haber siad@yores en caso de haberse
determinado antes del desarrollo del infarto decaridio.
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5.2.1.2. LIPOPROTEINA (a)

La isoforma de apo(a) de bajo peso molecular fgeif&cativamente mas
prevalente en el grupo de pacientes que en el mkeotes (Figura 4.6, p<0,001) y
supuso una OR de 2,4 (Tabla 4.14), apoyando ldazgals de Rifai N y col en
relacion al desarrollo de angina pectoris [186]. Entud de su caracter
genéticamente determinado y no modificable, estssltados permiten otorgarle un
papel causal en el desarrollo de cardiopatia isgaeanedad precoz, probablemente
por su mayor potencial hipofibrinolitico a igualdael niveles de Lp(a) [172] y a su
asociacion con niveles elevados de Lp(a) [155, 158].

Los niveles de Lp(a), ya sean analizados comaabkricontinua o como
variable dicotdmica, se asociaron a la presencianfégto de miocardio a edad
precoz, incluso cuando estos resultados se ajustaata los factores de riesgo
cardiovascular y para la isoforma de apo(a) maymait(Tabla 4.15). En el primer
caso la OR se increment0 alrededor de un 60% putar aamento de 10,8 mg/dl (1
desvio estandar en controles) en la concentra@drp@h) y en el segundo las ORs
fueron de 4,6, 3,8 y 3,1 segun los andlisis notagios ajustado con el modelo 1y
ajustado con el modelo 2 (Tabla 4.15). Ademas,nalizar comparativamente el
peso relativo de los niveles de Lp&30 mg/dl con o sin la presencia de la isoforma
de apo(a) de bajo peso molecular (Tabla 4.16)ps8rmo que los niveles de Lp(a)
influyen mas en el riesgo de presentar infarto decandio a edad precoz que la
isoforma mayoritaria de apo(a). Estos resultadospbstante, discrepan de los que
otorgan un papel preponderante a las isoformapal@pade bajo peso molecular en
la cardiopatia isquémica [186].

A la hora de comparar el peso relativo de los esele Lp(ak30 mg/dl en el
riesgo de padecer un infarto de miocardio a edadogt es destacable sefialar que
su OR ajustada para los factores de riesgo camtialar (Tabla 4.15, OR 3,5, IC
95% 1,7-7,5) fue equiparable a la de la dislipe(@® 3,7, IC 95% 2,1-6,6) y
superior a la de la obesidad (OR 2,8, IC 95% 152-€én el modelo ajustado para el
resto de factores de riesgo (Tabla 4.1).

Aunque, en general, se acepta que los nivelegp@ lestdn genéticamente
determinados, algunas publicaciones han sugeridiest@s disminuciones de Lp(a)

160



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis agionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Discusion

con determinados farmacos, como son la aspirin],[20 tratamiento hormonal
sustitutivo en mujeres menopausicas [202], la n&a{203], la L-carnitina [204] o el
acido ascorbico con L-lisina [205]. Las estatinas, otra parte, han tenido efectos
contradictorios en los niveles de Lp(a), aumentimsden unos estudios [206] o
disminuyéndolos en otros [207]. En el presenteajmlmingun participante llevaba
tratamiento hormonal sustitutivo, niacina, L-canaito acido ascorbico con L-lisina.
Sin embargo, la gran mayoria de los pacientes tareatatinas (71,2%) y aspirina
(89,2%). Con todas las limitaciones que suponesetht de no tratarse de un estudio
de intervencion farmacolégica que analice cadac@etes y después de tomar un
medicamento, comparamos los niveles de Lp(a) endifesentes subgrupos de
pacientes segun tomaran 0 no estos farmacos. ®6lensontraron diferencias
significativas en cuanto al tratamiento con aspjrisiendo los niveles de Lp(a)
menores en aquellos pacientes que tomaban estacfarfp=0,042). Si realmente el
tratamiento con aspirina fue la causa de esaedd&s 0 no, es una pregunta abierta.
De cualquier manera, dado que este farmaco tienesantan extendido entre los
pacientes y no entre los controles, en caso de nebajado los niveles de Lp(a) no
habria hecho sino suavizar unas diferencias, galisitamente significativas, a favor
de mayores niveles de Lp(a) en el grupo de pasientdorzando todavia mas las
observaciones de la presente tesis doctoral.

De nuevo, al tratarse de un disefio de casos yobesit merece la pena
cuestionarse el grado de implicaciéon de los nivelesLp(a) en la cardiopatia
isquémica, causa o efecto. Los datos de la litexatpoyan que estan genéticamente
determinados por el tamafio de la isoforma de apefaparticular por el nimero de
kringles tipo IV [155, 158, 159], por lo que dificente podrian haber aumentado
significativamente tras un infarto de miocardiobi&in es cierto que en ocasiones se
ha sugerido que la Lp(a) puede expresarse en cr&tio como un reactante de fase
aguda [188, 189], al haber asegurado un periodomide estabilidad clinica de 3
meses antes de la extraccién de sangre en la goeaséficaron sus niveles, se
evitdé razonablemente que este efecto pudiera jugpapel relevante.
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5.2.1.3. SISTEMA DE LA COAGULACION: PROTEINA C ACTIVADA
CIRCULANTE, FACTOR V LEIDEN Y MUTACION G2P10A
DE LA PROTROMBINA

Proteina C activada circulante

Los pacientes presentaron niveles de APC signiematente menores que los
controles (Figura 4.8, p<0,001) [338]. Estas diferas supusieron un incremento de
la OR del 60% por cada disminucién de APC de Oglgh que se suavizé al 30%
cuando se ajusto para los factores de riesgo aastialar (Tabla 4.17) y al 20%
cuando se incorporaron en el modelo determinadambles que, al menos
fisiopatologicamente, podrian influir en la asomacentre APC vy el infarto de
miocardio (fibrindbgeno, proteina C reactiva, fragioe 1+2 de la protrombina,
proteina C antigénica y presencia de defectos wfilidns). El andlisis de las
diferencias entre pacientes y controles tomanddR& como variable discreta
(cuartiles) confirmé estos resultados, con una ©R,8 para los sujetos localizados
en el cuartil inferior (1°) en comparacion con &l cartil (situacion de menor
riesgo). Esta OR se redujo ligeramente manteniéagldiferencias estadisticamente
significativas al ser ajustada para los factoredgetgo cardiovascular (Tabla 4.17).
Los cuartiles 2° y 3° presentaron, asimismo, usgagancrementado con respecto al
4° cuartil, con una p para la tendencia entre ibesrtle 0,005. La pérdida de
significacién estadistica en los modelos ajustdtiogo para la APC como variable
continua como para los cuartiles de APC) podricedssl) al menos en parte, a la
fragmentacién del tamafio muestral que supone imtindantas variables en los
modelos multivariantes.

En un intento por comparar el peso relativo de PLAen el riesgo de padecer
un infarto de miocardio a edad precoz, es destacailalar que la OR derivada de
la comparacion del®ly el 4° cuartil de APC ajustada para los factalesiesgo
cardiovascular (Tabla 4.17, OR 2,2, IC 95% 1,1-fy2)similar a la de |la obesidad
(OR 2,8, IC 95% 1,2-6,5) en el modelo ajustado phnesto de factores de riesgo
(Tabla 4.1).
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La proteina C es un zimdgeno que necesita seradctigara poder exhibir su
accion anticoagulante, profibrinolitica, antiinflataria y antiapoptoética. Este
proceso de activacion tiene lugar en la superflei¢as células endoteliales, cuando
la trombina, la proteina C y sus respectivos rexeptcelulares, la trombomodulina
y el EPCR, se ensamblan en un complejo macromealequk genera eficientemente
la enzima activa, la APC [339]. La correlacion rtegaobservada entre los niveles
de proteina C reactiva y los niveles de APC enra@bqg de controles (r = -0,269,
p<0.001) sugiere que la presencia de unos nivethscidos de APC pueden inducir
el inicio o favorecer la perpetuacion de un estgdoinflamatorio basal en
situaciones preclinicas, efecto fundamentalmenbeddea la pérdida de su accion
antiinflamatoria natural (Figura 5.1). La correfatiinversamente proporcional
observada en controles se pierde en pacientes 1§#0,porque en ellos,
probablemente, intervienen otros muchos factoreg qutencian el nivel
inflamatorio dado por la enfermedad aterotrombdggalinicamente manifiesta. La
intima relacién entre niveles bajos de APC, inflaib)a y aterotrombosis es
especialmente atractiva porque se potencian ddetto circulo vicioso que genera
niveles reducidos de APC y favorece los fenOmenflamatorio y aterotrombotico
(Figura 5.1). Parte de esta interrelacion se exydarque en las arterias enfermas se
expresa menos EPCR y trombomodulina por la presetecplacas de ateroma [341]
y por la accion combinada de unos niveles altoxalesterol LDL y bajos de
colesterol HDL [342], entre otros. A pesar de todedas observaciones, el
mecanismo exacto por el que la APC ejerce su dativantiinflamatoria no ha sido
esclarecido totalmente, si bien esta actividadqeaestar parcialmente mediada por
el factor nucleakp [239, 240] y generalizada en cualquier parte dghimismo
reduciendo, por ejemplo, la inflamacion miocardseundaria a cirugia cardiaca
[340].

Por otro lado, la inflamacién en si misma tamlgpéaade disminuir la accién
antitrombdtica de la APC, en particular, a travéslds mecanismos (Figura 5.1): el
aumento de la concentracion del fragmento C4b-BRe,(gntre otras acciones,
secuestra proteina S, cofactor de la APC y le iepajercer su actividad
antitrombotica [216, 217]) y el aumento de los lesede fibrinbgeno como
marcador de inflamacién (recientes estudinsvitro y en sujetos sanos han
demostrado que los niveles elevados de fibrinbgermnpiten con la
trombomodulina por ensamblarse con la tromlpoa el mismo sitio de unién
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(region exosite 1), resultando en una menor didpbdad de los complejos
trombina:trombomodulina para la generacion de APZ3]). Este ultimo
mecanismo podria explicar, al menos parcialmehtegrecido riesgo de trombosis
arterial asociado a niveles elevados de fibrinogesiecto ratificado en los
resultados de esta tesis (Figura 4.5), pues loslasvde fibrinbgeno resultaron
significativamente mayores en el grupo de paciemjgs en el de controles
(p<0,001), incluso en el analisis multivariante 03).

La mayoria de los pacientes tomaban aspirina ytiress$a tal y como se ha
comentado en el apartado dedicado a la Lp(a), yoarfdyrmacos pueden influir en
el estado inflamatorio y hemostatico de los sujetogratamiento. En particular, la
modulacién de los niveles de APC por las estatsgabasa en un aumento en la
expresion de trombomodulina [344, 345] y en unaanaglocidad de inactivacion
del factor Va por parte de la APC [346]. Sin embanguesto que los niveles de
APC fueron similares en los pacientes, independeante del tratamiento con
estos dos farmacos (p=0,561 y p=0,765, respectiv@necon las limitaciones que
puede tener este tipo de analisis, estos resultadgeren que las diferencias
observadas entre pacientes y controles no se ddbefecto de las estatinas y la
aspirina. Es mas, el efecto antiinflamatorio des$irmacos podria, incluso, haber
aumentado los niveles de la APC en el grupo desptas, por lo que las diferencias
observadas podrian incluso haber sido mayores so da& haberse podido
cuantificar sin efecto farmacologico.

A continuacion, la Figura 5.1 muestra un esquenra la relacion causa-
efecto bidireccional entre inflamacion y nivelesjosade APC y cémo se
desencadenan modificaciones en cadena en la coggulda fibrinolisis y la
apoptosis que pueden potenciar la retroalimentapisitiva de esta cascada de
acontecimientos.
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> Incorporacién de trombo a la placa: > estenosis
SCA

t aterotrombosis

L EPCRyYTM
t LDLy ¢ HDL

+ inflamacion

t trombina

t traslocacion del
factor nuclear Kf3:
1 citocinas y TNFQ

> secuestro
de PS por
C4b-BP

| niveles 1 fibrinégeno
de APC

| fibrinolisis 1 coagulacion

1 apoptosis

Figura 5.1. Efectos encadenados entre inflamaci@oagulacion, fibrinolisis y apoptosis. Papel cenitra
de unos niveles bajos de APCa presencia de unos niveles bajos de APC pusdeesponsable un bajo
grado de inflamacién persistente que induzca eadelio de aterosclerosis precoz. A continuaciés |
relaciones de retroalimentacion positiva se encai@ya de magnificar el efecto. Aln en el caso de que
los bajos niveles de APC fueran consecuencia (ycawsa) de un cierto grado de aterosclerosis,
colaborarian a exacerbar la cascada de acontecito®nAPC: proteina C activada circulante; TNF:
factor de necrosis tumoral; IL: interleucina; EPCReceptor endotelial de la proteina C; SCA: sindeom
coronario agudo.

El hallazgo de unos niveles disminuidos de APC asopal analisis de su
causa: a) una mayor inhibicion de la APC o b) urenan generacion de APC.
Varios hechos sugieren que la concentracion redud@APC en los pacientes se
debe a una disminucion en su generacion, mas gueaamento en su inhibicion
secundaria al aumento de la concentracion de labidores de la APC. Por una
parte, no se observo una correlacion negativafgigtiva entre los niveles de estos
inhibidores y los de APC, sino al contrario, unarrelacion positiva,
estadisticamente significativa en el caso del RGir¢lacion de Spearman APC y
PCI, r=0,138 p=0,037 y APC ¢s-antitripsina, r=0,019 p=0,776). Y, por otra parte,
la concentracion de sus formas acomplejadas (APICYPBPC:as-antitripsina)
fueron menores en los pacientes que en los costr(pe0,005 y p=0,006,
respectivamente). Asi pues, deben buscarse otrasnmsenos diferentes a un
aumento en su inactivacion para expliearpresencia de unos niveles de
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APC disminuidos entre los pacientes. Por ejemgisfunciones cuantitativas o
cualitativas de algunas de las proteinas implicadasl proceso de activacion de la
proteina C podrian suponer una reduccion en largeida final de APC. En este
trabajo, no obstante, se descarté una disminucidnlaegeneracion de APC
ocasionada por deficiencias de trombina, pues iledas del fragmento 1+2 de la
protrombina, marcador de la generacion de trombirexpn incluso mayores en el
grupo de pacientes que en el de controles (p=Q,F2%) otra parte, tampoco se
observaron diferencias en la concentracion de im@t€ antigénica al comparar
ambos grupos (p=0,261) ni diferencias significativen el nimero de casos de
deficiencias de proteina C (Tabla 4.18, p=1,000),/p que la descripcidén de varios
casos de trombosis arterial [255] y, en particataonaria [256], en pacientes con
deficiencia hereditaria de proteina C no parecearjugn papel relevante en los
resultados del presente trabajo de tesis doctérala linea de trabajos publicados
previamente [224, 308] los niveles de APC en lodrotes fueron proporcionales a
los de la proteina C antigénica de forma signifieafr=0,224, p<0,001). La falta de
correlacion entre los niveles de APC y de protéinantigénica en el grupo de
pacientes sugiere que en ellos deben existir atexsanismos que podrian modificar
a la baja la relacion natural entre zimdgeno yraaziquizas relacionados con otras
de las proteinas necesarias 0 con el mecanismaoidié activacion de la proteina C
a APC. De ser asi, se reforzarian las observacidaealgunos autores que han
descrito algunas mutaciones en el gen de la troratdahma [260] y en el gen del
EPCR [261] asociadas a trombosis arterial. Ensstado, el grupo de trabajo en el
que colabora la doctoranda ha abierto una nueea f[iie investigacion centrada en
el descubrimiento de polimorfismos del EPCR queigrad reducir la funcion de
este receptor y, por tanto, disminuir la velocidigdactivacion de la proteina C a
APC, con el consiguiente incremento de riesgo tdtiob. Finalmente, otros
factores no estrictamente genéticos también podniadular la velocidad de
generacion de APC, dato apoyado por la recienterige®dn de autoanticuerpos
contra el EPCR asociados a infarto de miocardimejeres jovenes [347].
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Factor V Leiden y mutacion G20210A del gen de la ptrombina

Estos reconocidos factores de riesgo de trombwesitosa [265, 266]
estuvieron representados por igual en el grupcadeeptes con infarto de miocardio
a edad precoz y en el grupo de controles (Figurag 4t.10, p=1,000 y p=0,801,
respectivamente) con cifras dentro de las espeyadbenuestra area geografica
[262]. Estos resultados son concordantes con adguraibajos que previamente
cuestionaron su implicacién en la cardiopatia istjo@ [267-270] a pesar de
ocasionar hipercoagulabilidad y brindar proteccigncial trombo formado
promocionando la inhibicion de la fibrinolisis (VIAFI) [264, 273].

En el presente trabajo de tesis doctoral no sestréga ningun portador
simultaneo de estas dos mutaciones, situacioniesgarincrementado de infarto de
miocardio [13] en virtud de una interaccion gensgeor la que los portadores de
dos mutaciones experimentan un incremento delaisagerior a la que supondrian
cada una de ellas por separado [303].

5.2.2. MARCADORES DE EXTENSION Y SEVERIDAD DELA
ENFERMEDAD CORONARIA Y/O DEL DESARROLLO DE
EVENTOS EN LA EVOLUCION.

5.2.2.1. SISTEMA FIBRINOLITICO: INHIBIDOR DEL ACTIMNDOR DEL
PLASMINOGENO TIPO 1 E INHIBIDOR DE LA FIBRIOLISIS
ACTIVABLE POR TROMBINA

Inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1

A la luz de los resultados mostrados, ni el patfiremo 4G/5G del gen del
PAI-1 (Figura 4.11, p>0,05 para todos los scor@dizados) ni los niveles de PAI-1lag
o de PAI-1fc (Figura 4.12, p>0,05 para todos lasesx analizados) guardaron relacion
con la presencia de lesiones, con el nimero desvafeatos o con la extension-
severidad de la aterosclerosis coronaria, si beenolsservd una tendencia no
significativa entre los niveles altos de PAI-1fdaypresencia de lesiones coronarias
(Figura 4.12, p=0,093).
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Aunque la asociacion del alelo 4G con el desard# eventos tromboticos en
el seguimiento no fue significativa, se observo temaencia entre la presencia de este
alelo y el reingreso (p=0,126) o el evento comhingd=0,103) (Figura 4.13).
Finalmente, también se detectd una tendencia adisstamente significativa entre
los niveles elevados de PAI-1lag y los reingresios yventos combinados (p=0,154 y
p=0,169) (Figura 4.13).

Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina

Ni el polimorfismo C1040T del gen del TAFI (Figudal4) ni los niveles de
TAFI (antigénico o funcional) (Figura 4.15) se edacionaron con los perfiles
angiograficos de afectacion coronaria. Estos datws coincidentes con los de
Schroeder V y col, quienes no encontraron cor@maentre los niveles de TAFlag
(intracoronarios y venosos) y tres evaluacionesr@iograficas, la presencia de
lesiones angiograficas (definiendo presencia cosienesis=20%), el nimero de
vasos afectos (0-3 vasos) y el nimero de placatedema identificadas (agrupadas en
4 categorias) [348].

La dnica referencia disponible en cuanto a lawioh clinica, es la que
relaciona la refractariedad al tratamiento médmo la presencia de niveles elevados
de TAFlag en pacientes con enfermedad coronar@.[En esta tesis doctoral no se
encontraron asociaciones significativas entre &sguncia del alelo T o los niveles
elevados de TAFI con una mayor tasa de eventolsseg@miento.

5.2.2.2. LIPOPROTEINA (a)

La isoforma de apo(a) de bajo peso molecular melaeiond con los diferentes
patrones de afectacion coronaria (Figura 4.16)osEgesultado discrepan de las
observaciones de otros autores que encontraromaeieoes significativas entre la
isoforma de apo(a) de bajo peso molecular y la®peas de afectacion coronaria [196,
197].
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Sin embargo, los niveles de Lp(aBO0 mg/dl si mostraron una clara y
significativa asociacion con la presencia de lessonoronarias (p=0,007), con el
namero de vasos afectos (p=0,009) y con la sewker@nsion de la aterosclerosis
coronaria (p=0,002), asociacion verificada al tritd_p(a) como variable continua en
este Ultimo score (p=0,030) (Figura 4.17). Estesltados se mantuvieron aun cuando
se estudiaron so6lo aquellos pacientes con inten@ddotiempo inferiores a 6 meses
entre la determinacion plasmatica y el estudio raamiografico (Figura 4.18) y han
sido recientemente aceptados para su publicaci®j.[3

Si, como se vio previamente, las isoformas deagm® bajo peso molecular se
asocian significativamente con niveles de Lp(ayaes (Figura 4.7), es llamativa, al
menos inicialmente, la discrepancia observada eeldaiéon de dicha isoforma o los
niveles elevados de Lp(a) con la afectacion corogfica (sin asociacion en el
primer caso, con asociacion en el segundo casa) eiplicacion podria radicar en el
porcentaje de sujetos que simultdneamente expiefarmas de apo(a) de alto y bajo
peso molecular, que al tener una banda predomirdanteajo peso molecular son
catalogados como apo(a) de bajo peso moleculars lHxlividuos mostrarian niveles
de Lp(a) menores que los de aquellos sujetos gilesexamente expresaran isoformas
de apo(a) de bajo peso molecular. Si precisameste iadividuos con mezcla de
isoformas de alto y bajo peso molecular no presmmtpatrones coronarios tan
desfavorables como aquellos que sélo expresanrisafode bajo peso molecular
podrian ensombrecer la asociacion de las isofot@mapo(a) de bajo peso molecular y
los patrones coronariograficos mas desfavorablaga Rerificar esta hipotesis se
excluyo del andlisis a los sujetos con isoformaalidey bajo peso molecular (N=26) y
se encontré una asociacion significativa entrerésgncia de isoformas de bajo peso
molecular y la presencia de lesiones angiografjza8,049), aunque la asociacion con
las otras dos valoraciones angiograficas no fuevatente (Figura 4.16).

Analizando detenidamente la relacion de la Lp@) ¢os patrones mas
desfavorables de afectacion coronaria (presendesames, enfermedad de tres vasos
y aterosclerosis grave), se comprobd una asociagificativa con la aterosclerosis
grave (Tabla 4.20, p=0,001, OR 1,4 IC 95% 1,2-BBaada incremento de 11,8
mg/dl en su concentracion), que resultd inaltecadado se ajustd para los factores de
riesgo cardiovascular (Tabla 4.20). Este mismo isisatomando la Lp(a) como
variable dicotdmica mostré una asociacién sigrtifieade la Lp(a»>30 mg/dl con la
presencia de lesiones coronarias y con la presde@gerosclerosis grave (Tabla 4.20,
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OR9,91C 95% 1,3-75,6 y OR 3,2 IC 95% 1,4-7e3pectivamente) que se suavizo
ligeramente al ajustar para los factores de riesgdiovascular auque sin perder la
significacion estadistica (Tabla 4.20). Por taatda luz de estos resultados y de las
curvas ROC mostradas en la Figura 4.19, los niviedsp(a) parecen reflejar el grado
de afectacion anatomica y ser mejor marcador devsaterosis coronaria grave
(ABC=0,651, p=0,010) que de lesiones coronarias GAB586 p=0,173) o de
enfermedad de tres vasos (ABC=0,554 p=0,346).

A pesar de las divergencias respecto a la asouideila Lp(a) con el patron de
aterosclerosis coronaria [191, 198], los resultades esta tesis demuestran su
asociacion significativa en fase clinica estable los resultados de la coronariografia
en pacientes jovenes con infarto de miocardio.

La Tabla 4.21 permite concretar la aplicacionfmaale estos resultados:

» Alto valor predictivo positivo del punto de corte 80 mg/dl para la deteccion de
lesiones coronarias angiograficamente significat{@8%):

- Cifiéndonos al disefio del estudio, se puede afigua si un paciente de nuestro
entorno con infarto de miocardio y menor de 51 gii@senta niveles de
Lp(a) superiores a 30 mg/dl tendra una probabilidald98% de presentar
lesiones coronarias. Si se opta por el manejo ttatifisacion de riesgo
postinfarto y no por un manejo agresivo de entradaa informacion que
podria decantar la opinion del clinico hacia lalizaaion de una
coronariografia en aquellos pacientes jévenes etgun resultado dudoso
(test de esfuerzo no concluyente o fraccion de agecdel ventriculo
izquierdo en el limite bajo de la normalidad, pj@ngplo). Este subgrupo de
pacientes podria beneficiarse de una vision dirdetasu patron de arbol
coronario para valorar las opciones reales de celarizacion coronaria
sobre las lesiones persistentes tras el tratamtesrtabolitico. Sin embargo,
dado que en este disefio los niveles de Lp(a) stificaron en fase clinica
estable (al menos 3 meses tras el evento agudajahgbe tomar con
precaucion una Lp(a) 30 mg/dl determinada durante la fase aguda del
infarto, puesto que, al tener un cierto comportatmieomo reactante de fase
aguda, podria ser mayor de la habitual del paciente
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- Por otra parte, dada la alta tasa de predetecidimgenética de sus niveles en fase
estable, es presumible que esta concentracion (@ kep fase estable sea
similar a la que ese mismo sujeto tenia antes deltdde la cardiopatia
isquémica. Extrapolando estos comentarios a lesasujemitidos para estudio
ambulatorio, este alto valor predictivo positivagk identificacion de lesiones
coronarias podria ser considerado un dato mas er tm cuenta en la
valoracion de dolores toracicos no concluyenteslies, una Lp(a& 30 mg/dl
podrian ser una luz de alarma para poner en marciedas especificas mas
dirigidas al diagnostico y estratificacion de rigste la isquemia miocéardica.
En caso de que el estudio no invasivo resultarenalpra deteccion de una
Lp(a>30 mg/dl también podria ser util en el seguimieptsterior, para
controlar mas estrechamente los factores de rigsgvascular modificables.

» Alto valor predictivo negativo para la identificani de enfermedad de tres vasos
(85%) y de aterosclerosis coronaria grave (89%):

- Ciféndonos al disefio del estudio, seria informagiooo Util para decantar la
opinion del clinico hacia la no realizacion de goeonariografia, puesto que
si la estratificacion de riesgo ha resultado pesitel hallazgo de una Lp(a)
<30 mg/dl no deberia modificar aisladamente lagi@aiclinica de realizar
una coronariografia. Esto es asi a pesar de ggén ®stos resultados, exista
una probabilidad del 85% de no tener enfermedadedevasos y un 89% de
probabilidades de no tener aterosclerosis graves @l objetivo no es
diagnosticar y tratar las lesiones anatomicasfsinconalmente en riesgo de
complicarse, independientemente del nimero de vafmgos y/o de la
extensiéon de la aterosclerosis coronaria. Valga adomde ejemplo la
enfermedad de tronco comun, con clara indicaciéredascularizacion dada
la localizacién estratégica de la placa de atergmmeg de la extension de la
enfermedad coronaria. Asi, podria darse el cassug#os con este patron y
con Lp(a) <30 mg/dl correctamente identificados einfermedad de tres
vasos Y sin aterosclerosis grave a la vez que,atoos enfermedad de tres
vasos (por ejemplo con lesiones en una arteriaodag una segunda
marginal y la interventricular posterior) pero sifectacion proximal de las
arterias coronarias principales, son catalogados gatrén desfavorable
(enfermedad de tres vasos y aterosclerosis coeogeave) por tener niveles
de Lp(ax30 mg/dl. Este ejemplo ilustra la ausencia de fjoatiion para
dejar de hacer una coronariografia a los primeros.

171



Factores de la coagulacion y de la fibrinolisis agionados con la cardiopatia isquémica precoz.
Discusion

Finalmente, la falta de asociacion significativeretos niveles de Lp(a) y los
eventos trombdticos en la evolucion (Figura 4.20)ievre que, a 30,7 meses de
seguimiento medio, el papel deletéreo (proateragéeri hipofibrinolitico) de la
Lp(a) no tiene entidad suficiente para marcar l@wmion de los pacientes jovenes
con infarto, buena en general.

5.2.2.3. SISTEMA DE LA COAGULACION: PROTEINA C ATGVADA
CIRCULANTE, FACTOR V LEIDEN, MUTACI® G20210A DE LA
PROTROMBINA

Proteina C activada circulante

Ademas de haber demostrado que la APC es un bamrador de riesgo de
infarto de miocardio a edad joven, la presenciardes niveles disminuidos de APC
también se correlaciond significativamente con lalistintos patrones
coronariograficos en el grupo de pacientes, segéntres scores utilizados para
cuantificarlos (Figura 4.21) y estos resultados nsgntuvieron aun cuando se
estudiaron solo aquellos pacientes con retrascsrionds a 6 meses entre la
determinacion plasmatica y el estudio coronariagwgfigura 4.22). De esta manera,
en presencia de menores niveles de APC se docummaydr afectacion coronaria
[338]. Esta informacién, totalmente inédita enifaratura, refuerza todavia mas la
teoria que apoya el papel protector de la APC debidu actividad anticoagulante,
antiinflamatoria y antiapoptotica.

Tanto los niveles de APC [224] como la concenfraaie los complejos
APC:PCl y APCu,antitripsina [350] presentan una alta tasa de labibdad.
Basandonos en estas observaciones, los valored@epfevios al desarrollo del
infarto se deben suponer similares a los cuantifisaen este estudio. En este
sentido, los valores de APC podrian servir comorimfcién afiadida de interés
especialmente en prevencion primaria con el fircagrolar mas estrechamente a
aquellos sujetos con factores de riesgo modificapleiveles bajos de APC.
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Factor V Leiden y mutacion G20210A del gen de la ptrombina

La falta de asociacion de estas caracteristicagtigas con el patron de
enfermedad coronaria o con el desarrollo de evembmsboticos en la evolucion
concuerda con los resultados negativos comentamus marcadores de infarto de
miocardio a edad precoz. Con las limitaciones delag del escaso numero de
pacientes con estas mutaciones, estos resultagiesesuque el factor V Leiden y la
mutacion G20210A del gen de la protrombina no estilicados en el inicio y
progresion del fendmeno aterotrombaotico.
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5.3. DISCUSION FINAL

Esta tesis doctoral documenta diferencias sigttifias en algunos aspectos
genéticos relacionados con las variables seleagémgues tanto la presencia del
alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del PAI-1 como legencia de isoformas de
apo(a) de bajo peso molecular fueron significateat® mas prevalentes en los
pacientes que en los controles. Esta circunstapoga la idea de que un sustrato
genético desfavorable desde el punto de vista admrpodria favorecer ambos
componentes de la aterotrombosis (el aterosclergtiel trombdtico asociado) bien
de forma independiente o modulando el efecto deglosnocidos factores de riesgo
cardiovascular (interaccion gen-medio ambientedufa 5.2, A). El papel de estos
altimos, sin embargo, es fundamental en el inicidegarrollo de esta enfermedad
(Figura 5.2, B).

Asimismo, la presente tesis doctoral constata elifigas significativas en el
equilibrio hemostatico plasmatico de pacientesnégecon infarto de miocardio y
de sujetos controles, pues los primeros presentanompotencial fibrinolitico
[niveles incrementados de PAI-1, TAFI y L(a)] yianagulante (menores niveles de
APC). Ademas, la participacion de distintos factommplicados en la actividad
antiinflamatoria (APC) y proaterogénica [Lp(a)] dada individuo justificaria aun
mas su efecto deletéreo para el desarrollo defartarde miocardio (Figura 5.2, C),
evento agudo donde subyace un desequilibrio matofi@ntre coagulacion y
fibrinolisis sobre una placa complicada. Con estgsltados puede intuirse un papel
causal de los niveles plasmaticos de estos factordss fisiopatologia del infarto de
miocardio puesto que las variables genéticas pmogmiée dichas [polimorfismo
4G/5G del PAI-1 y apo(a)] y aquellas determinadssdéd el punto de vista genético
[niveles de Lp(a), niveles de TAFI, niveles de AR@prian sido similares en los
pacientes antes del debut de la cardiopatia isqaémi

Finalmente, dos de estos factores plasmaticos zadak [los niveles
incrementados de Lp(a) y disminuidos de APC] estgnificativamente asociados
con la extensibn y severidad de las lesiones cdemaevaluadas en la
coronariografia (Figura 5.2, D). La explicaciéridigtolégica de estas asociaciones
estadisticas puede asentar en su potencial prgateco y la pérdida de actividad
antiinflamatoria, que en ambos casos fawsfacel fenOmeno aterosclerético
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propiamente dicho de la aterotrombosis, asi comsueefecto neto favorecedor de
la trombosis (mayor actividad antifibrinolitica yemor accion anticoagulante) que
podria favorecer la incorporacion de trombos sulsiebs a las placas (Figura 5.2,
D).

SUJETOS MENORES DE 51 ANOS

SUSTRATO GENETICO:

| FIBRINOLISIS: 1 4G de PAI-1,
1 apo(a) de BPM 4

1 PROATEROGENESIS: 1 apo(a) de BPM

FACTORES AMBIENTALES:
FRCV

v  ATERO-
v -TROMBOSIS
Extension-severidad
de las'lesiones
FIBRINOLISIS: 1 PAI-1, TAFI, Lp(a) FIBRINOLISIS: 1 Lp(a)
ANTII AMACION: | APC PROAT GENESIS: 1 Lp(a) ANTIINFLAMACION: | APC  PROA OGENESIS: 1 Lp(a)

ANTICOAGULACION: | APC AN AGULACION: | APC

Figura 5.2. Resultados positivos documentados erptasente tesis doctoral/éase explicacién en el
texto. 4G: alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del PAIPAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno
tipo 1; apo(a): apolipoproteina (a); BPM: bajo pesmolecular; FRCV: factores de riesgo
cardiovascular; IM: infarto de miocardio; TAFI: inbidor de la fibrinolisis activable por trombina;

APC: proteina C activada circulante.
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El valor pronostico de algunas variables clinic&87] 351-353] y
bioguimicas [287] ha sido bien documentado en estudrevios en poblacion
general sin limite de edad en presencia de un aghercoronario agudo. La
existencia de una tendencia, aunque no estadistitarsignificativa, entre algunas
de las variables analizadas en la presente tesi®rdb [presencia del alelo 4G,
niveles elevados de PAl-ag y Lp(a)] y el desarrddoeventos en el seguimiento
sugiere que, quizas, si estos pacientes jovenesermegan mas complicaciones
tromboticas en la evolucidn estas asociacionesidralvesultado estadisticamente
significativas. Esta limitacion puede superarse leotontinuidad de este trabajo de
investigacion, pues se van a seguir incorporangetasu al estudio y se va a
prolongar el tiempo de seguimiento.

Desgraciadamente, hoy en dia no existen mecanidirextos de actuacion
terapéutica sobre las caracteristicas genéticassnniveles plasmaticos de los
factores documentados en la Figura 5.2. Sin embagodeterminacion podria
mejorar estrategias de prevencion primaria y pre@veensecundaria al suscitar la
necesidad de actuar mas eficazmente sobre logdactie riesgo modificables y
matizar el resultado de las exploraciones complésmi@s realizadas, en particular
aguellas no claramente diagndsticas o excluyehtesxperimentaciém vitro y en
animales han avalado el resultado de la trombotsis inhibidores del TAFI
administrados de forma concomitante [119, 354].o&shallazgos apoyan la
esperanza de que, en el futuro, el desarrolloatanientos dirigidos a corregir los
desequilibrios en la cascada de la coagulacion fiblanolisis optimizarian el
tratamiento de estos pacientes.
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1. La poblacion joven con infarto de miocardio de mwesntorno esta
formada prioritariamente por hombres, el factorsicld de riesgo
cardiovascular mas prevalente es el tabaquismddsede la dislipemia, y
los antecedentes clinicos de aterotrombosis erguieallocalizacion o de
cardiopatia isquémica precoz no superan el 15%.

2. La manifestacion electrocardiografica inicial mé&cbiente del infarto agudo
de miocardio en esta poblacion es el ascenso dgeiesdgo ST (en torno al
75%) y la fibrinolisis es el tratamiento adminisibaen la mayoria de los
casos (80%). Con la disponibilidad de Hemodinaraiwarde con las fechas
en las que se incluyeron los pacientes, se reatimgnariografia en la gran
mayoria de los pacientes del estudio (86,5%) ygascularizaron algo mas
del 50%.

3. Existe un perfil genético desfavorable (hipofibfitico y proaterogénico) en
pacientes en comparacion con los controles debidpnaamayor presencia
del alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del gen delilmdhor del activador del
plasminégeno tipo 1 (PAI-1) y de isoformas de apafa bajo peso
molecular de la lipoproteina (a) [Lp(a)].

4. El hallazgo de unos niveles aumentados de PAI-1,irdebidor de la
fibrinolisis activable por trombina funcional (TAE) y de Lp(a) en los
pacientes en comparacion con los controles indl@eexistencia de un
ambiente hipofibrinolitico en los primeros. Poraoprarte, la concentracion
aumentada de Lp(a) y los niveles disminuidos detepra C activada
circulante (APC) generan un estado proaterogéenipooyrombético. Todo
lo cual favorece la presencia de un desequilibemdstatico a favor de la
trombosis, subyacente en la gran mayoria de casipdaidto de miocardio.

5. El aumento de los niveles de PAI-1 en pacientedrdsuible, solo en parte,
a la presencia de los factores de riesgo cardialas¢donde se incluyen
componentes del sindrome metabdlico), asi comaanayor presencia del
alelo 4G y/o a otros mecanismos 4G-independientes.

6. El aumento de niveles de TAFIfc en pacientes naledge a una mayor
presencia del genotipo TT (isoforma lle/lle) ereegtupo, en comparacion
con los controles. Mas bien podrian atribuirse présencia de un ambiente
hipofibrinolitico generalizado que induciria una noe degradacion del
TAFI en pacientes, condicion que reforzaria, aurs,nla situacion de
hipofibrinolisis previa.
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7. La disminucion de los niveles de APC en paciensgeqe ser consecuencia
de una menor generacion mas que de una mayor didnibde APC.
Diversas alteraciones cuantitativas o cualitativss alguno/s de los
integrantes de su complejo de activacion podritar eaplicados.

8. Tanto los niveles incrementados de Lp(a) como iesles disminuidos de
APC se correlacionan con la extension y la sevéria la aterosclerosis
coronaria en el grupo de pacientes.

9. Aunque se observo una tendencia a la asociaciédedarrollo de eventos
trombadticos en la evolucion con la presencia deloalG, los niveles
incrementados de PAIl-1lag y los de Lp(a), en ningaso la asociacion fue
significativa.

10. Nuestros resultados sugieren que en los sujetasngsv con infarto de
miocardio, y probablemente también en poblaciéregdnla constatacion
de un desequilibrio hemostatico primordialmenteedeinado por la carga
genética, podria aconsejar un control mas estdettos factores de riesgo
cardiovascular y matizar los resultados derivades ld cadena de
exploraciones diagnosticas optimizando, en defaitilas estrategias de
prevencion primaria y secundaria.
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