UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Aspectos Clinico-Bioldogicos de la Patologia

Molecular del Factor Xi

D. Julio Agustin Esteban Medina
2016






UNIVERSIDAD
DE MURCIA
DEPARTAMENTO

DE MEDICINA INTERNA
Facultad de Medicina

D. Vicente Vicente Garcia y D. Javier Corral de la Calle, Profesores Titulares de la

Universidad de Murcia en el Departamento de Medicina Interna de la Universidad de Murcia,

CERTIFICAN:

Que la tesis Doctoral titulada “ASPECTOS CLINICO-BIOLOGICOS DE LA PATOLOGIA
MOLECULAR DEL FACTOR XlI”, realizada por D. Julio Agustin Esteban Medina bajo su
inmediata direccion y supervision, se presenta para la obtencién del grado de Doctor por la

Universidad de Murcia.

En Murcia, a 18 de Julio de 2016

Fdo: Dr. Vicente Vicente Garcia Fdo: Dr. Javier Corral de la Calle






UNIVERSIDAD
DE MURCIA
DEPARTAMENTO

DE MEDICINA INTERNA
Facultad de Medicina

Los trabajos de investigacion llevados a cabo en la presente memoria de Tesis

Doctoral han sido financiados por los siguientes proyectos:

] “Ayudas de la Fundacidon Séneca a Grupos de Excelencia Investigadora de la

Regién de Murcia” 19873/GERM/15.

. “Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER)”.

Grupo CB15/00055 (ISCIIl & FEDER)

En Murcia, a 18 de Julio de 2016

Fdo: Julio Esteban Medina






AGRADECIMIENTOS

Quisiera mostrar mi agradecimiento al profesor Vicente Vicente Garcia, codirector de esta tesis
que ha sido el impulsor principal para realizar este estudio, siempre me ha honrado con su
amistad, me animé a desarrollar la tesis y puso no solo sus conocimientos, inteligencia,
sensatez y sentido critico para desarrollarlo, sino que implicd a una buena parte de su

excelente equipo de investigacion del centro de hemodonacion de murcia para realizarlo.

Mi mds profundo agradecimiento a Dr. Javier Corral de la Calle, pilar fundamental, mi tutor en
este trabajo y codirector. Ademds de aportar gran capacidad de trabajo, sus amplios

conocimientos, su apasionamiento y entusiasmo han sido una fuente continua de motivacion.

Le debo una mencién especial a M2 Eugenia de la Morena, si la universidad de Murcia lo
hubiera permitido habria sido codirectora de esta tesis, de hecho lo ha sido. Persona muy
inteligente con habilidad especial para analizar los problemas y sentido del humor. Me ha

ayudado mucho en este trabajo.

A todo el resto del equipo del centro de Hemodonacién de Murcia pero especialmente a Toilii
Mifiano que siempre ha estado ahi amablemente con gran generosidad, a Salam Salloum y a

José Padilla por su gran ayuda sobre todo en el estudio genédmico.

No puedo dejar de agradecer a mi compafiero en el Hospital de Yecla Victoriano Beltrdn por su
ayuda en el seguimiento de los pacientes y a los enfermeros del servicio de Hematologia
especialmente a Paqui Valdés, la supervisora, y a Fini Andrés que ha sido fundamental y

valiosisimo apoyo en el laboratorio de Coagulacion.

Al Dr Lopez Borrasca por contagiarme la pasion por la Hematologia.






A Dora por su animo, ayuda constante y acompafiarme en esta vida.

A Julio y Sara por aguantarme.






1/2-FXla
Al1,A2,A3,A4
ACVA
AICV
ApoER2
ARNmM
ASO
CRM
DNA
EP
EvW

F

F.A.
F11

FIX
FIXap
FR

FT

FV
FVlla
FVIII
FVIII:C
FYW
FXa

FXI
FXI:C
FXla
FXII
FXlla
FXIIaiDTT
Gla
GP1b
HBPM
HGMD
HK
HLA
HMWK
IAM

IC

IgA
INR
MLPA
NGS
OR
pCO2
PCR
PFC

PK

pO2

ABREVIATURAS

Subunidad activada de F XI

Dominios Manzana(Apple) 1,2,3,4
Accidente cerebrovascular agudo
Accidente isquémico cerebrovascular
Apolipoproteina E

Acido ribonucleico mensajero
Oligonucledtidos especificos antisentido
Material cruzado reactivo

Acido desoxiribonucleico

Estenosis pulmonar

Enfermedad de von Willebrand
Secuencia directa

Fibrilacion auricular

Gen del Factor F XI

Factor IX

Forma activa de F IX

Frecuencia respiratoria

Factor tisular

Factor V

Factor VIl activado

Factor VI

Factor VIl coagulante

Factor von Willebrand

Factor X activado

Factor XI

Actividad coagulante del FXI

Factor Xl activado

Factor XII

Factor XllI activado

Tiempo de tromboplastina diluido inhibiendo el FXlla
y-carboxiglutdmico

Glicoproteina 1b

Heparina de bajo peso molecular
Base de datos de mutaciones de genes humanos
Kinindgeno de alto peso molecular
Antigeno leucocitario humano
Kinindgeno de alto peso molecular
Infarto agudo de miocardio

Intervalo de confianza
Inmunoglobulina A

Ratio normalizada internacional
Amplificacién de sondas dependiente de ligamiento multiple
Secuenciacién de nueva generacion
Riesgo relativo

Presién parcial de diéxido de carbono
Reaccién en cadena de la polimerasa
Plasma fresco congelado
Precalicreina

Presién parcial de oxigeno



PT
PVC
PVDF
R
rFVlla
SCASEST
SDS
SO2
TAFI
TAFla
TFPI
TGA
TH
TRALI
TTPa
TTPar
TV
TVP

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Protrombina

Presion venosa central

Fluoruro de polivinilideno

Secuencia inversa

Factor VIl activado recombinante

Sindrome coronario agudo sin elevacion del ST
Dodecil sulfatosddico

Saturacion de oxigeno

Inhibidor de la fibrinolisis activado por trombina
Inhibidor de la fibrinolisis activado por trombina activado
Inhibidor de la via del factor tisular
Transposicion de grandes arterias

Temperatura de hibridacion

Lesidn pulmonar aguda asociada a transfusién
Tiempo de tromboplastina parcial activado
Ratio del TTPa

Trombosis venosa

Trombosis venosa profunda

AMINOACIDOS
Alanina
Arginina
Asparagina
Acido Aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido Glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lysina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

< <g-duvwwovmzAr-r " ITOMOOUODZ=I>P



INDICE GENERAL






RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION.

Historia evolutiva del FXI.
Sintesis y nivel fisioldgico de FXI.

Estructura del FXI.

Activacion del FXI por el FXlla vs activacion FXI mediada por trombina.

FXla, 1/2-FXla, y cofactores.

Estructura dimérica del FXI.

La activacidn del FIX, FV, y FVIII por el FXla.
Papel del FXI en la hemostasia.

Inhibidores del FXla.

Deficiencia de FXI.

Patogénesis molecular de la deficiencia de FXI.
Fenotipos CRM- y CRM+.

Herencia.

Cuadro clinico de la deficiencia de FXI.

Terapia para los pacientes con deficiencia congénita de FXI.
FXI y trombosis.

Modelos animales.

Inhibidores del FXla y trombosis.

La inhibicion de la activacidn del FXI mediada por FXlla y trombosis.

Bloqueo de Biosintesis del FXI y trombosis.
HIPOTESIS.

OBIJETIVO.

MATERIAL Y METODOS.

Poblacion de estudio.
Extraccidn y preparacion de las muestras de sangre.
Estudio de los niveles de Factor XI.

Tiempo de tromboplastina parcial activado.

Estudio de los niveles FXI: Pruebas coagulométricas y niveles antigénicos.

Pag.

11
12
13
16
18
19
20
20
21
22
23
27
29
30
32
37
38
41
42
42
45
45
47
49
49
49
49
50



Pag.
Analisis molecular del gen F11. 50

Amplificacion de fragmentos del gen F11 para la busqueda del

defecto molecular causante de la deficiencia de FXI. 50
Reaccion de secuenciacion. 52
Herramientas de analisis. 53

Amplificacidn y secuenciacion de regiones intronicas para la busqueda

de haplotipos asociados con la mutacion p.Cys56Arg. 53
Secuenciacion del gen F11 mediante NGS. 54
Genotipado de alteraciones genéticas mediante sondas. 57

Analisis de grandes deleciones o inserciones en el gen F11 mediante

“Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification” (MLPA). 57
Confirmacidn de la insercion mediante PCR. 58
Anilisis estadistico. 58
RESULTADOS. 61
Poblacidn de estudio e identificacion de los pacientes con deficiencia de FXI. 63
Caracterizacion molecular de la deficiencia de FXI en nuestra serie. 67
Estudios familiares. 86
Estudio de haplotipos. Identificacion de mutaciones fundadoras. 87
Poblacidn general. 91
Pruebas diagnésticas. 91

TTPa como método de cribado para la deficiencia de FXI. 92

Método de cribado de la deficiencia de FXI. Papel de diferentes

activadores de la ruta de contacto. 97

Importancia clinica de la deficiencia de FXI. 105
Deficiencia de FXI y riesgo hemorragico. 105
Riesgo hemorragico. 106

Tratamiento profilactico antihemorragico. 109

Terapia anticoagulante y antiagregante en pacientes con déficit de FXI. 114



Deficiencia de FXI y riesgo trombético.
Trombosis arterial.
Trombosis venosa.
DISCUSION.
Base molecular de la deficiencia congénita de FXI.
Mutaciones recurrentes.
Prevalencia de la deficiencia de FXI. Cambio de paradigmay
limitaciones diagndsticas.

Implicaciones clinicas de la deficiencia de FXI. Escaso peso hemorragico.

Nuevas situaciones clinicas de la deficiencia de FXI. Proteccidon antitrombadtica.

CONCLUSIONES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pag.
115
115
117
121
125
127

128
131
133
137
141






INDICE DE FIGURAS Y TABLAS






Figura 1: Dominios Apple del FXI humano

Figura 2: Estructura dimérica del zimégeno del FXI con dos perspectivas rotada 902

Figura 3: Representacidon esquematica de la cascada de coagulacién.

Figura 4. Gen F11.

Figura 5: Distribucidn de las mutaciones identificadas en el gen F11 en pacientes
con deficiencia de FXI.

Figura 6: Mecanismos propuestos para la deficiencia de FXI CRM-.

Tabla 1. Niveles de FXI plasmatico, incidencia de trombosis y hemorragia en el
Estudio de Biiller y col.[185].

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen F11.

Tabla 3. Etapas de la reaccion de secuenciacion.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de diferentes regiones del
gen F11 que contienen polimorfismos informativos del haplotipo asociado
con la mutacién p.Cys56Arg.

Tabla 5. Cebadores empleados para la generacién de los 93 amplicones.

Tabla 6. Alteraciones genéticas genotipadas con diferentes sondas.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas, genéticas y analiticas del los 44 casos
indices incluidos en este estudio.

Figura 7: Identificacion de la alteracion molecular y caracterizacion de la deficiencia
de FXl en P1.

Pag.
14
15
21
24

26
28

43

51
52

54
55
57
64

68

Figura 8: Genotipado de la mutacion c.166 T>C (p.Cys56Arg) mediante sondas Tagman69

Tabla 8. Numero de portadores de cada una de las alteraciones del F11
identificadas en nuestro estudio. También se indica la variabilidad del
TTPar y el FXI:C de cada grupo de sujetos.

Figura 9. Identificacidon de la mutacion c.1247 C>T (p.Cys416Tyr).

Figura 10. Genotipado de la mutacion c.1247 C>T (p.Cys416Tyr) mediante sonda
Tagman®.

Figura 11. Identificacidn de las mutaciones c.1608 G>C (p.Lys536Asn) y
¢.1796 G>A (p.Cys599Tyr) presentes en Paciente indice 30.

Figura 12. Identificacidn de la alteracion molecular y caracterizacion de la
deficiencia de FXI en P31.

Figura 13. Genotipado de la mutacion c.1613 C>T (p.Pro538Leu) mediante sonda
Tagman®.

Figura 14. Identificacidn de la mutacion ¢c.1693 G>A (p.Glu565Lys) presente en los
pacientes P33-P38.

Figura 15. Identificacidn de la mutacion c.1277 T>C (p.lle426Thr) en el paciente P39.

Figura 16. Identificacidn de la mutacion c.966 C>T (p.Thr322lle) en el paciente P40.

Figura 17. Identificacidn de la mutacion c.325 G>A (CS081910) en el paciente P41.

Figura 18. Identificacion de la mutacion c.802 C>T (p.Arg268Cys) en el paciente P42.

Figura 19. Deficiencia de FXI identificada en el paciente P43.

Figura 20. Deficiencia de FXI identificada en el paciente P44 y sus familiares.

Figura 21.Deteccién mediante MLPA de la duplicacidon de los exones 8 y 9 del F11
en heterocigosis en el paciente P44.

Figura 22. PCR extensa generada con los oligonucleétidos F11-4F y F11-5R que
flanquean al exon 4y 5.

70
71

72
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85



Pag.

Figura 23. Representacion esquematica de la estructura génica (exones 4-10)

del F11 en P44. 86
Figura 24. Haplotipo de la mutacidn p.Cys56Arg identificado por Zivelin y col.

y el detectado mediante secuenciacion de Sanger en 2 de los pacientes

homocigotos de nuestra serie pertenecientes a dos familias no relacionadas. 88
Tabla 9. Caracteristicas genéticas y procedencia de los casos con deficiencia de FXI

en los que se ha secuenciado el gen F11 completo mediante NGS

para determinacion del haplotipo asociado con cada mutacion. 88
Tabla 10. Haplotipo de la mutacion p.Cys416Tyr. 89
Tabla 11. Haplotipo de la mutacion p.Glu565Lys. 89
Tabla 12. Haplotipo de la mutacion p.Cys56Arg. 90
Tabla 13. Haplotipo de la mutacion p.Pro538Leu. 90
Figura 25. Poblaciones en las que se estudid la prevalencia de la mutacion

p.Cys56Arg del F11. 91

Figura 26. Correlacion entre los valores de FXIl:c y ratio del TTPa en toda nuestra serie 92
Figura 27. Proporcion de casos heterocigotos para las mutaciones mas

recurrentes de nuestro estudio que presentan una ratio del TTPa < 1.3. 93
Figura 28. Genotipado del polimorfismo rs1801020 c. -4 C>T del gen F12

mediante sonda Tagman®. 95
Figura 29. Niveles de FXII (FXII:C) en pacientes con deficiencia heterocigota de FXI

dependiendo del polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12. 95
Figura 30. TTPa en segundos o ratio en pacientes con deficiencia heterocigota

de FXI dependiendo del polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12. 96
Figura 31. FXI:C en pacientes con deficiencia heterocigota de FXI dependiendo

del polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12. 97

Tabla 14. Comparacion de los resultados de TTPa y FXI:C obtenidos con SinthASil y
SinthAFax en los pacientes con deficiencia de FXI incluidos en nuestro estudio. 98
Figura 32. Valores del TTPa (ratio) y FXI:C (%) en pacientes con deficiencia FXI

dependiendo del sistema de activacion del FXIl empleado. 99
Figura 33. Valores del TTPar en pacientes con deficiencia FXI dependiendo del

sistema de activacion del FXIl empleado y del tipo de deficiencia de FXI. 99
Figura 34. Valores del TTPar y FXI:C en pacientes con deficiencia severa de FXI segun

el sistema de activacion del FXIl empleado y del tipo de deficiencia de FXI. 100
Figura 35. Efecto del sistema de activacion del FXIl en pacientes con deficiencia

heterocigota de FXI. 101
Figura 36. Efecto de la mutacion sobre el TTPa. 102
Figura 37. Efecto de la mutacion sobre el FXI:C. 103

Tabla 15. Comparacion de los resultados de TTPa (en segundos y ratio) y de FXI:C
con SinthASil (A) y SynthAFax (B), seguin presenten o no el polimorfismo

rs1801020 del F12. 104
Figura 38. Incidencia y tipos de eventos hemorragicos espontaneos en los pacientes

con deficiencia de FXI. 106
Figura 39. Incidencia y tipos de eventos hemorragicos causados por diferentes

factores en los pacientes con deficiencia de FXI. 108

Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI que han presentado
intervenciones quirurgicas. 108



Pag.

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI con exodoncias. 109
Figura 40. Incidencia de eventos hemorrdagicos en pacientes con deficiencia de FXI

en funcion del uso profilactico de plasma fresco congelado (PFC). 110
Figura 41. Documentacion radiolégica de la insuficiencia respiratoria causada por

TRALI en el caso n21 con deficiencia de FXI. 112
Figura 42. Documentacion radiolégica de la insuficiencia respiratoria causada por

TRALI en el caso n22 con deficiencia de FXI. 113
Tabla 18. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI que han sido

Tratados con terapia anticoagulante oral (Sintrom). 115

Tabla 19. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI
que han sufrido un infarto agudo de miocardio o sindrome coronario agudo. 116
Tabla 20. Caracteristica clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI

que han sufrido un accidente isquémico cerebrovascular. 117
Figura 43. Caracteristicas del paciente con deficiencia de FXI que sufrié una

trombosis venosa profunda. 119
Tabla 21. Caracteristica clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI

portadores de un polimorfismo protrombético. 120

Figura 44. Representacion esquematica de la cascada de la coagulacién con la
posicion del FXI. 123






RESUMEN






Introduccion

Recientes evidencias sustentan la relevancia hemostatica del FXI y sugieren nuevos
papeles para este factor procoagulante. Su deficiencia, considerada un desorden raro,
podria estar subestimada por la escasa clinica hemorragica y por las limitaciones de los
métodos empleados en su diagndstico.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue caracterizar la deficiencia de FXI en un area de 60.000
habitantes de la Regién de Murcia, valorando su incidencia, estudiando la base
molecular de la deficiencia en los casos identificados, evaluando los sistemas
diagndsticos y analizando sus implicaciones clinicas.

Metodologia

En 20 afos (1994-2014) se realizaron 324.764 tiempo de tromboplastina parcial
activado (TTPa) en 51.366 pacientes, seleccionando 1.700 que presentaron una ratio
prolongada (> 1,3). Estudios de la via intrinseca en estos casos permitié identificar 44
casos indice no relacionados con deficiencia de FXI (FXI:C< 70%). En 41 casos se realizo
un estudio familiar que permitié reclutar un total de 214 casos con deficiencia de FXI.
El FXI plasmatico se estudi® mediante Western-blot. El andlisis genético incluyd
secuenciacion (Sanger y NGS), MLPA y genotipado con sondas tagman.

Resultados

Identificamos 7 casos con deficiencia de FXI en homocigosis, 3 en heterocigosis
compuesta y 204 en heterocigosis. Describimos 4 mutaciones recurrentes: p.Cys56Arg
(descrita en poblacién vasco-francesa), p.Cys416Tyr, p.Glu565Lys y p.Pro538Leu
identificadas en 23, 7, 6 y 2 casos indices respectivamente. Ademads, otras 8
mutaciones diferentes se detectaron en 7 casos indices, 4 de ellas no descritas
previamente, incluyendo la primera gran insercién descrita a nivel mundial. Dos
mutaciones, una de ellas nueva, provocaban deficiencia CRM+ (proteina variante en
plasma pero sin actividad funcional).

La ratio del TTPa no estaba prolongada en 54/214 casos con deficiencia de FXI (25.2%).
La incidencia de sangrado espontdneo fue escasa (13.7%) y el sangrado muy moderado
(epistaxis). Unicamente el 5.8% de las 207 intervenciones quirlrgicas y el 4.2% de los
122 partos presentaron complicaciones hemorragicas, y solo 2 pacientes precisaron

transfusiones. La mayor incidencia de hemorragias se produjo en intervenciones que
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afectaban tejidos con alta actividad fibrinolitica. La tasa de eventos hemorragicos fue
similar independientemente de la administracion profilactica de plasma fresco
congelado (PFC) (realizada en 58 ocasiones). Sin embargo, el PFC causd lesion
pulmonar aguda asociada transfusion (TRALI) en dos pacientes. Destacamos la
ausencia de complicaciones hemorragicas en 9 pacientes con deficiencia de FXI bajo
tratamiento anticoagulante (mayoritariamente por fibrilacion auricular) durante un
total de 382 meses.

Seis casos presentaron infarto agudo de miocardio y 8 ictus isquémico. Sin embargo,
solo 2 casos, con motivos locales predisponentes, sufrieron trombosis venosa, a pesar
de que 16 pacientes también eran portadores del FV Leiden o Protrombina G20210A.
Conclusiones

Identificamos una alta prevalencia de deficiencia de FXI con notable variabilidad
genética en un area de la Region de Murcia, encontrando 12 mutaciones diferentes, de
las cuales 4 no estaban descritas. Estos resultados junto con la elevada incidencia de
falsos negativos del TTPa y la escasa clinica hemorragica de portadores, sugieren que la
incidencia de este desorden en poblacién general estd subestimada.

La deficiencia de FXI no incrementa notablemente el riesgo hemorragico ni siquiera si
se combina con tratamiento anticoagulante oral. La administracion de PFC profilactico
no supone beneficio pero puede tener importantes efectos adversos.

La deficiencia de FXI, al menos en heterocigosis, no parece proteger de la trombosis
arterial, pero podria proteger del desarrollo de trombosis venosa. Estos resultados,
compatibles con los modelos animales y ensayos clinicos de silenciamiento de FXI,
junto a la potencial alta incidencia de esta deficiencia, apoyan incluir el estudio de este
desorden en las pruebas de trombofilia para definir el riesgo trombodtico de cada

individuo.

Términos TESAURO
320504 Hematologia; 320102 Genética Clinica; 320718 Trombosis
Clasificacion UNESCO

3205.04 Medicina Interna. Hematologia; 3207.08 Patologia. Hematologia; 3201.02 Ciencias
Clinicas. Genética Clinica. 3207.04 Patologia.Patologia  Cardiovascular; 3207.18
Patologia.Trombosis
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ABSTRACT






Introduction

Recent studies show increasing evidences suggesting a relevant hemostatic function
for factor XI (FXI) and prove new roles for this procoagulant factor. FXI deficiency,
considered as a rare disorder, might be underestimated due to the low bleeding risk of
carriers and the limitations of current diagnostic methods.

Objective

The main objective of this study was to characterize the FXI deficiency in a Region of
60.000 inhabitants from Murcia (South East of Spain). We aim to determine the
incidence, to identify the molecular base, as well as to know the clinical consequences
of FXI deficiency. Moreover, we want to evaluate the feasibility of current diagnostic

methods.

Methods

During 20 years, (1994-2014) 324.764 activated partial thromboplastin time tests
(aPTT) were done in 51.366 patients. 1.700 cases with a prolonged ratio (> 1,3) were
selected. Studies of the intrinsic pathway on these cases allowed the identification of
44 unrelated index cases with FXI deficiency (FXI:C< 70%). In 41 cases, a further family
study allowed to recruit finally 214 cases with FXI deficiency.

Plasma FXI was evaluated by Western-blot. Genetic analysis included sequencing (by
Sanger’s method and by Next Generation Sequencing), MLPA and genotyping using
Tagman probes.

Results

We identified 7 cases with FXI deficiency in homozygosis; 3 in compound heterozygosis
and 204 in heterozygosis. We described 4 recurrent mutations: p.Cys56Arg (described
in French Basques), p.Cys416Tyr, p.Glu565Lys and p.Pro538Leu identified in 23, 7, 6
and 2 index cases, respectively. Other 8 additional and different mutations were
detected in 7 index cases, 4 of them not reported previously, including the first gross
insertion described worldwide. Two mutations, one new, caused CRM+ deficiency,
with variant protein in plasma that has no functional activity.

The aPTT ratio was not prolonged in 54 out of 214 cases with FXI deficiency (25.2%).
The incidence of spontaneous bleeding was low (13.7%), and mild (epistaxis). Only

5.8% of the 207 surgery interventions, and 4.2% of the 122 deliveries showed bleeding



complications, although only 2 required transfusions. Most bleedings were observed
when the surgery involved tissues with high fibrinolytic activity. The rate of bleeding
events was similar independently of the prophylactic use of fresh frozen plasma (FFP)
(used 58 times). However, we point out that FFP caused transfusion associated lung
injury (TRALI) in two patients. We also remark the absence of bleeding complications in
9 patients with FXI deficiency who were under oral anticoagulant treatment (mainly by
atrial fibrillation) during a period of 382 months.

Six cases developed acute myocardial infarction, and 8 ischemic cerebrovascular
events. In contrast, only 2 cases, with local risk factors, suffered from venous
thrombosis, even though 16 patients with FXI deficiency also carried other
prothrombotic polymorphisms (FV Leiden or prothrombin G20210A)

Conclusions

We identify a high prevalence of FXI deficiency in a population of Murcia, with
remarkable genetic variability, finding 12 different mutations, 4 not previously
reported in available mutation databases. These results, together with the high
incidence of false negatives rendered by aPTT and the low risk of bleeding for carriers
strongly support that FXI deficiency may be underestimated in the general population.
FXI deficiency does not significantly increase the risk of bleeding, even in combination
with oral anticoagulant treatment. The prophylactic administration of FFP in subjects
with FXI deficiency does not significant reduce the bleeding complications during
surgery, but might increase the risk of severe side effects.

FXI deficiency, at least in heterozygosis, does not seem to protect from arterial
thrombosis, but could protect against venous thrombosis, even in subjects carrying
other prothrombotic genetic risk factors. These results, which are compatible with
recent data obtained with animal models and clinical trials, support to include tests for
diagnosis of FXI deficiency in thrombophilic patients in order to define the individual

risk of thrombosis, aiming to get a personalized medicine.
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INTRODUCCION

El Factor XI (FXI) de la coagulacién sanguinea fue descubierto por Rosenthal en 1953
cuando describié una coagulopatia hereditaria en personas de ambos sexos y con la
ausencia de hemorragias articulares y musculares llamando a este cuadro hemofilia C.
Se ha indicado que estas personas pueden tener o no una leve tendencia hemorragica
habitualmente relacionada con la cirugia o con hemorragias en mucosas. Esta
tendencia hemorragica varia entre unas personas y otras con niveles similares del

factor y no hay relacién directa entre el nivel del déficit y la tendencia hemorragica.

Clasicamente el FXI era uno de los factores de la fase de contacto por lo que parecia
gue no era necesario para la hemostasia normal in vivo. Pero estudios relativamente
recientes han mostrado su papel en la denominada via comun, su activacion por la
trombina y su papel en la fase de amplificacion de la cascada de la coagulacién, lo que

ha contribuido a la revision del modelo de coagulacion de la sangre.

La trascendencia del FXI en hemostasia ha dado un vuelco significativo en los ultimos
afos, y especialmente este mismo afio, con los posibles beneficios antitrombéticos

que la reduccién o control del FXI plasmatico pudieran tener.

En este proyecto se abordan diferentes aspectos que pensamos contribuiran a conocer
mejor a este viejo actor de la hemostasia y abrir nuevas perspectivas no solo para el

FXI sino para todo el sistema hemostatico.

Historia evolutiva del FXI

Los analisis genéticos han demostrado que, al igual que otros factores de contacto
(factor XII [FXII], Precalicreina (PK), y Kinindgeno de alto peso molecular [HMWK]), el
FXI es una proteina relativamente "moderna" y esta ausente en los vertebrados
inframamiferos, como las aves (el pollo es el mejor ejemplo por haberse estudiado
ampliamente). Un precursor comun de FXI y PK aparecié por primera vez en los
anfibios; aunque en los genomas de zariglieya y todos los mamiferos placentarios ya se
identifican genes distintos para FXI y PK [3]. Existe una alta homologia entre los
sistemas coagulativos de humanos y del ratén, y por eso los ratones se han utilizado
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extensamente como modelos animales para ayudar a la comprension de la hemostasia

y trombosis en los seres humanos [3,4].

Sintesis y nivel fisioldgico de FXI

El FXI se sintetiza principalmente en los hepatocitos. Un estudio reciente también
mostré expresion FXI en los tubulos renales y células de los islotes del pancreas [5], ya
gue estas células también expresan HNF-4A (factor de transcripcidn nuclear de
hepatocitos-4a.), necesario para la transcripcion del gen F11 [5,6]. La presencia de FXI
en plaquetas es controvertida [7] ya que las plaquetas presentan actividad FXI
procoagulante [8-13]. También se ha inmunoprecipitado con anticuerpos policlonales
anti-FXI una proteina con peso molecular compatible con el del FXI (35-55KDa) [12],
aunque no se ha establecido la relacién entre esta proteina y la actividad coagulante
del FXI en plaquetas. Finalmente, a nivel molecular, se ha clonado un ARN mensajero
(ARNm) de F11 procedente de plaquetas puras, que ademas tiene la particularidad de
ser resultado de un procesamiento alternativo de intrones que provoca la ausencia del
exon 5 [14]. Sin embargo, analisis posteriores sugieren que las plaquetas contienen
ARNm del F11 con similar procesamiento al hepatico [15,16].

El FXI plasmatico es una glicoproteina esencial para la hemostasia. Circula en forma de
zimogeno de la serin proteasa que es la forma activada (FXIa). El nivel plasmdatico de
FXl es 3 a 7 ug/mL (media 5 pg/mlL [30 nM]). La actividad coagulante FXI (FXI: C) en
plasma de poblacién sana es muy heterogénea ya que oscila entre 70 a 150 U/dL [17].
En recién nacidos, los niveles plasmaticos de FXI son menores, posiblemente por la
inmadurez hepatica, aunque no se descartan otros mecanismos que se han
identificado en variaciones similares en otras proteinas [18]. Los valores plasmaticos
de FXI aumentan gradualmente hasta alcanzar el nivel de adultos, aproximadamente a
los 6 meses de edad [19]. Después de la infancia, el nivel de FXI se mantiene estable y
sin diferencias significativas de género y el embarazo no le afecta. Algunos estudios
han demostrado que los glucocorticoides pueden elevar ligeramente el nivel de FXI
[20].

Practicamente todo el FXI circula en complejos con el HK [21]. En general se cree que

el HK facilita la unidn del FXI a superficies cargadas negativamente, estabiliza el FXI en
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plasma, y es necesario para la activacion proteolitica de FXI a FXla [21-23]. En
presencia de iones de zinc, HK es indispensable para la union éptima del FXI a la
glicoproteina Ib (GPIb) en las plaquetas activadas [24-26]. La vida media del FXI en
plasma es de aproximadamente 52 horas.

El FXI tiene, como veremos después, dominios de unién a la GPlba plaquetaria y
también se une al receptor 2 de la apolipoproteina E (ApoER2) localizado en las
plaquetas [27], lo que puede ser relevante tanto en el proceso de activacion por
polifosfatos como veremos después, asi como en la propia reactividad plaquetaria

[28].

Estructura del FXI

El mondmero de FXI consta de 607 aminoacidos. La estructura secundaria de cada
mondmero contiene cuatro repeticiones de 90 o 91 amino-acidos llamados dominios
manzana (Apple) (A1l a A4) y un dominio catalitico C-terminal [29] (Figura 1). La
estructura secundaria muestra una homologia importante con la PK, especialmente en
la cadena ligera y compiten con ella para unirse al HK, pero lo hacen en sustratos
diferentes indicando que las pequefias diferencias en la secuencia son importantes
para la especificidad de enlace al sustrato [30].

FXI tiene 5 sitios potenciales de N-glicosilacion: 3 en la cadena pesada (en las
posiciones 72, 108 y 335) y 2 en la cadena ligera (en las posiciones 432 y 473) [25,29]
(Figura 1).
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Figura 1: Dominios Apple del FXI humano. El dominio Al se muestra en azul claro, A2 en
morado, A3 en naranja y A4 en amarillo. (A) Estructura del dominio manzana (Apple), con 7
ldaminas beta (morado) y una hélice alfa centrada posicionada arriba (rojo). Los puentes
disulfuro se marcan en naranja. (B) Disposiciéon de los 4 dominios Apple eliminando el
dominio catalitico. El sitio de unién a la trombina (A1) se marca en rojo, el de kinindgeno de
alto peso molecular (HK) (A2) en verde, el del la GPIb (A3) en negro, heparina (A3) en azul
oscuro y FIX (A3) en naranja. Permiso concedido para el uso de esta figura que ha sido
modificada de la originalmente publicada en Blood por los autores Emsley, J., McEwan, P.
A., & Gailani, D. [2].© The American Society of Hematology.

Los 4 dominios manzana constituyen regiones por las que el FXI interacciona con otras
proteinas. Asi, el dominio Al parece estar implicado en las interacciones con el HK
[31], protrombina y trombina [32]. El dominio A3 estd implicado en la unién a
plaquetas, particularmente a la GPIb [25] y también parece que une heparina [33,34].
El dominio A4 interviene en la interaccidén con el FXlla [35]. Los dominios A3 y A2 se
han identificado como sitios de union al FIX [36]. El dominio A4 también es el dominio
clave para la dimerizacidn.

El FXI dimeriza intracelularmente y es secretado como un homodimero de 160 KDa
(Figura 2). El dimero FXI esta unido por un puente disulfuro de la Cisteina 321 de cada
sub-unidad. Este residuo estd situado en un bucle del dominio A4. Ademads, las
interacciones hidrofébicas de Leu 284, 11290, Tyr 329 de la interfaz de dominio A4 vy
los puentes de sal entre Lys 331 y Glu 287 también son necesarias para la dimerizacién

[37-39] (Figura 2).
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Figura 2: Estructura dimérica del zimégeno del FXI con dos perspectivas rotada 902. El
dominio catalitico esta en blanco. También se muestran los sitios de unién a trombina (T),
rojo; kinindgeno (HK), verde; GPIb, negro; heparina (H1 y H2), azul; y FIX, naranja. Las
posiciones del residuo 1le370, punto de ruptura del loop de activacion(AL: Arg360-11e370) y
de los residuos Ser557, Asp462, e His413 del sitio activo (AS) se muestran en purpura. La
cisteina 321 (C321), implicada en el puente disulfuro intermolecular se marca en amarillo.
Permiso concedido para el uso de esta figura que ha sido modificada de la originalmente
publicada en Blood por los autores Emsley, J., McEwan, P. A., & Gailani, D. [2].© The
American Society of Hematology.

El FXI circula en plasma como un zimdgeno, y tras una activacidn proteolitica mediada
por diferentes proteasas (Figura 2 y mds desarrollado posteriormente), se activa. La
ruptura proteolitica que activa al FXI se realiza al romper el enlace peptidico que une

arginina 369 e isoleucina 370, generando dos cadenas, la ligera, donde estd el dominio
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catalitico y la pesada, que contiene los sitios de unién para el HK y el calcio. La triada
catalitica de FXI esta compuesto de His 413, Asp 462, y Ser 557, que forman un

dominio catalitico similar a la tripsina [37].

Activacion del FXI por el FXlla vs activacion FXI mediada por trombina

Varios estudios han demostrado que los activadores plasmaticos de FXI incluyen FXlla
[40], trombina [30,41,42], meizotrombina (un producto intermedio de activacion de la
protrombina) [43] y FXla (autoactivacién) [42,44]. FXlla y trombina son los principales
activadores de FXI y los que juegan un papel fisiopatoldgico.

Estd bien establecido que la coagulacién se inicia por superficies cargadas
negativamente in vitro con la formacion de FXlla y se completa con la activacidon del FXI

por el FXlla.

Como la deficiencia de FXI se asocia con un moderado riesgo hemorragico, como
veremos después, y la deficiencia de FXII no tiene ningun riesgo de sangrado asociado,
desde hace anos se sugirid que el FXI se podria activar in vivo también a través de un
mecanismo alternativo, Naito y col.[42] y Gailani y col.[41] fueron los primeros
investigadores que demostraron la activacion del FXI por la trombina. Sobre la base de
sus hallazgos, se propuso que la activacion del FXI por la trombina sirve como un
mecanismo de retroalimentacion para amplificar la via comun de la coagulacién.
Recientemente, Choi y col.informaron del efecto potente de aceleracién del polifosfato
plaquetario en la activacidon del FXI por a-trombina, B-trombina, y el FXla [45]. Ademas,
otros estudios mostraron que el FXI contribuye a la fase de amplificacion de la cascada
de la coagulacién cuando se inicia por baja concentracion de factor tisular (FT) [44,46-
48].

Para investigar el papel de la coagulacion iniciada por FXI en plasma, se ha desarrollado
un ensayo de tiempo de tromboplastina diluido inhibiendo el FXlla (FXIlaiDTT) [47] y
con ello, han demostrado el papel de la concentracion del FXI en este proceso. La
hirudina bloquea la activaciéon del FXI a través de la inhibicion de la activacién de
retroalimentacién por la trombina y disminuye notablemente la generacion de FXa.

Cuanto mds precoz sea la adicién de hirudina, menos FXa se genera. Estos datos
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mostraron que la trombina generada en la fase temprana a través de la via del FT (con
baja concentracion de FT) tiene un papel central en la amplificaciéon de
retroalimentacion mediada por FXI. Sin embargo, Pedicord y col.[49] sugieren que la
activacion del FXI por retroalimentacion de trombina no se produce en el plasma vy los
resultados anteriores podrian ser consecuencia de un artefacto que llevase a la
generacion de FXla en los pasos de extraccidon y preparacion de muestras de plasma.
Estdn surgiendo nuevos datos que ayudan a aclarar esta situacion. Kravtsov y col.[30]
elegantemente ilustran distintos requisitos en la estructura del FXI para la activacidon
mediada por trombina y la activacién mediada por FXlla. La expresion de FXI
recombinante de variantes mutadas de los residuos Lys 83 y GIn 84 (reemplazados por
alanina mediante mutagénesis dirigida) demostré que estos residuos son claves en la
unién a trombina, y por tanto estas variantes solo se activan efectivamente por FXlla.
Ademas, un anticuerpo monoclonal 14E11, que se une al dominio A2 del FXI interfiere
con la activacion por FXlla, reduce sustancialmente la generacién de trombina inducida
por el FXlla pero no afecto la generaciéon de trombina activada por TF o trombina [30].
Ademas de la a-trombina y meizotrombina, también se ha demostrado que B- y y-
trombina son capaces de activar al FXI [50].

Crecientes evidencias sugieren diferentes significados bioldgicos para la activacién de
FXI mediada por FXlla y la activacién mediada por FT / trombina. La activacion del FXI
mediada por el FXlla no contribuye a la hemostasia fisiologica pero es importante en la
formacién de trombos patolégicos in vivo [51-56]. Debido a la disparidad de las dos
vias de activacion del FXI, es razonable postular que una determinacién precisa del FXI:
C deberia incluir un tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) para reflejar la
coagulacién iniciada por la FXlla, y un ensayo separado para evaluar el iniciado con
poco FT y la coagulacion ampliada por trombina, tal como un ensayo basado en
FX11aiDTT o ensayos similares.

El FXla se une al factor IX (FIX), pero no estd clara la importancia de esta interaccién in
vivo puesto que no se ha podido demostrar ningun defecto en la activacién del FIX en
personas con deficiencia de FXI [57].

Estos y otros descubrimientos han dado como resultado un modelo revisado de la
coagulacién que se muestra en la Figura 3. La coagulacion in vivo se desencadenaria

normalmente a través del FT y la via extrinseca. Pequefias cantidades de trombina asi
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generadas activan las plaguetas y al FXI en la superficie de las plaquetas a través del
receptor GPlb. La activacidn retrégrada de la via intrinseca modularia la activacion de
la coagulacion sin involucrar al resto del sistema de contacto y el factor Vlla-factor

tisular es inactivado por el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) [58].

FXla, 1/2-FXla, y cofactores

Todos los activadores (FXlla, trombina, meizotrombina, y FXla) activan el FXI a FXla por
la escision en Arg369-1le370 [56,59,60]. Estudios recientes han demostrado que
durante la activacion FXI por FXlla o trombina, se produce un producto intermedio
entre FXI y FXla. Un analisis mas detallado ha determinado que este producto es una
forma de FXI con sélo 1 subunidad activada. Este producto intermedio, cuya existencia
se ha mostrado en plasma, se denomina 1/2-FXla [61]. FXla es definido entonces como
la forma con 2 subunidades activadas. El hecho de que FXla es inhibido por la
antitrombina en presencia de heparina en una relacion molar 1:2 también indica que
cada subunidad de FXla tiene actividad catalitica independiente. Debido a que es
probable que una cantidad muy pequena de FXI sea activado en plasma durante la
coagulacion, el 1/2-FXla puede ser la forma principal de FXI activado fisiolégicamente
[59].

Se ha visto que las plaguetas mejoran la activacion FXI por la trombina
independientemente del FXIl [62,63]. Los primeros estudios sugerian que este
mecanismo de activacion era dependiente de la GPIb [64], sin embargo estudios
posteriores no pudieron confirmar el efecto cofactor de esta glicoproteina plaquetaria
[65]. Recientemente, Choi y col.han demostrado un potente efectos de aceleracién en
la activaciéon del FXI por a-trombina, B-trombina, y el FXla si existe polifosfato
plaguetario [45]. También se ha descrito que el receptor de 2' apolipoproteina E
plaquetaria puede unirse al FXI, pero su significado fisioldgico no esta claro [2,66]. El
hallazgo del factor V (FV) como un cofactor para la activacién del FXI por la trombina
tiene varias evidencias experimentales: 1) El FV activado se puede unir al FXI y mejorar
la activacidn del FXI por la trombina y 2) la deplecién del FV o la adicién de la proteina

C activada amortigua la activacion FXI por la trombina en el plasma [67]. También
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existen reguladores negativos de la activacion del FXI. La [B2-glicoproteina 1
(apolipoproteina H) puede inhibir la activacién del FXI inducida por trombina y FXlla

[68].

Estructura dimérica del FXI

El FXI es la Unica proteina de la coagulacidon con estructura homodimérica. Como
veremos posteriormente, mutaciones que causan el cambio de un solo aminoacido
(como Phe283Leu), son capaces de provocar deficiencia de FXI porque afectan al
proceso de dimerizacién y provocan la acumulacidn intracelular de mondémeros de FXI
[69]. Estas evidencias sugieren que la estructura homodimérica es indispensable para
el correcto procesamiento intracelular de la proteina [38,56].

A diferencia de los factores de la coagulaciéon dependientes de la vitamina K el FXI
carece de un dominio Gla (y-carboxiglutamico). Se ha planteado que la estructura
homodimérica, con la presencia de diferentes motivos de unidn a distintas proteinas,
potencialmente podria servir como un mecanismo alternativo que permite la
inmovilizacion del FXI en la membrana, en la proximidad de un sitio de la lesién, y asi
facilitar su activacion [59]. Estudios recientes han demostrado que el mondmero FXI se
activa con menor eficacia por FXlla, trombina, y FXla que el homodimero [38]. De esta
forma, se ha propuesto un mecanismo, por el cual el FXlla o trombina se unen a una
subunidad FXI mientras se activa la otra subunidad [37,38,59].

También se ha demostrado que la conformaciéon dimérica del FXla es indispensable
para la activacion de FIX en la superficie plaqueta [70]. El dominio A3 de FXI puede
unirse tanto al FIX y a la GPIlb, pero la forma activa, el FXla, no se puede unir a la GPIb
[36]. Una posible explicacién es que 1/2-FXla se une a la GPIb a través del dominio A3
de la subunidad zimdgeno inactivo, y la subunidad activada queda libre para unirse FIX.
En otras palabras, la estructura dimérica del FXI facilitaria la actividad catalitica de FXla
sobre el FIX [59].

Todos estos datos subrayan el papel esencial de la estructura homodimérica de FXI en
sus funciones, incluyendo el procesamiento intracelular, la activacion del FXI, y la

activacion posterior del FIX.
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La activacion del FIX, FV, y FVIII por el FXla.

FIX es el sustrato natural de FXla, aunque el zimdgeno es incapaz de unirse al FIX. De
hecho, la activacidon del FXI induce un cambio conformacional en esta molécula, de
forma que se expone un sitio de unidn al FIX [71]. Este exocite incluye los residuos 183
hasta 191 y se localiza en el dominio A3 [36]. La activacion completa del FIX requiere
ademas de las secuencias Ser195-11e197 y Phe260-Ser265. La actividad proteolitica del
FXla rompe los enlaces entre Arg145-Alal46 y Arg180-Val181, liberando un péptido de
activacion (Alal46-Arg180) y generando la forma activa de FIX denominada FIXaP. La
activacion del FIX por el FXla acumula minimamente productos intermedios,
posiblemente porque los dos dominios cataliticos del homodimero actuan por
separado y de forma practicamente simultanea [60,71,72]. La activacién del FIX por la
accion proteolitica del FVIla/FT es ligeramente diferente. Este complejo proteolitico
rompe al FIX inicialmente en el enlace Arg145-Alal46 generando el intermedio FIXa,
sobre el que una segunda escisién en el enlace Argl80-Vall81, forma finalmente el
FIXap [60].

Un estudio reciente demuestra que el FXla también puede activar al FV y al FVIII [73].

Papel del FXI en la hemostasia

El complejo FVIla/FT que se forma en las zonas de dafo vascular provoca una limitada
formacién de FXa y de trombina en esta fase de iniciacidn, ya que cuando se produce
el FXa, el TFPI se unen rapidamente al complejo FVIla/FT/FXa e inhibe la actividad
procoagulante de este complejo para terminar la via extrinseca. Naturalmente, otro
sistema debe entrar en accidon para mantener la generacién de trombina que permita
conseguir una coagulacién efectiva. La via intrinseca truncada (FXI-FIX/FVIII-FX)
iniciada a través de la activacidon de FXI mediada por trombina puede desempefar este
papel. En la fase de amplificacidn, la trombina activa las plaquetas, FV, FVIII, y FXI. El
FXla, a través de la activacidn del FIX y probablemente también por la activacién del FV
y FVIII que, como recientemente se ha mostrado [73], amplifica de forma significativa
la generacidon de trombina. En la coagulacidn iniciada por pequefias cantidades de FT,
el FXI ha demostrado ser fundamental en la propagacion del codgulo [43,44]. Parece

gue la activacién del FXI por la trombina retroalimenta la generacién de trombina
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incluso después de la formacion del coagulo. La trombina extra generada en la fase de
amplificacién activa el inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina (TAFI), que
protege el codgulo de una fibrinolisis prematura mediada por plasmina [43,44,74]. El
mecanismo subyacente es que el TAFI activado (TAFla) escinde los residuos de lisina
carboxilo-terminal de la fibrina parcialmente degradada y suprime los sitios de union
de plasmindgeno y plasmina. Por lo tanto, FXI tiene la doble funcidn, procoagulante y

antifibrinolitica en la hemostasia (Figura 3).

<—;IIa

Via de
activacion
por
contacte
(intrinseca)
TAFI =~
~
\\
FIXa/FVilla €4==== APC \\
1 \
1 \
\ / \j
FVila/FT = FXa/FVa = Trombina FXllla Fibrinolisis

ry 4
Via del 1 I,
factor I -'"’
tisular AT -
[extrinseca)
Fibrindgeno Fibrina

Figura 3: Representacion esquematica de la cascada de coagulacion.

A diferencia del FXlla, el FXla no tiene una funcidon conocida en la cascada del

complemento o en la via de la bradikinina.

Inhibidores del FXla

Los reguladores negativos de FXla pertenecen mayoritariamente a la superfamilia de
las serpinas (inhibidores de serin proteasas), e incluyen a la antitrombina, el inhibidor
de C1, la proteasa nexina-1, y la proteina inhibidora dependiente de la proteasa Z (ZPI)
[2,75,76]. La heparina puede mejorar la inhibicidon del FXla mediada por todas estas

serpinas actuando como puente facilitando la formacién de un complejo terciario pues
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se une al dominio A3 del FXI y al dominio de unidn a heparina de la serpina [77]. La
proteasa nexina-2 liberada de las plaquetas activadas también inhibe al FXla a través
de la unién al dominio catalitico del FXla por su dominio tipo Kunitz [78,79]. Ademas, la
aprotinina, leupeptina, y p-aminobenzamidina han demostrado efectos inhibitorios

sobre FXla.

Deficiencia de FXI

La deficiencia de FXI se distingue clinicamente de las Hemofilias A y B por la ausencia
de hemorragias articulares y musculares espontdneas y por su incidencias en personas
de cualquier sexo. Fue descrita por primera vez por Rosenthal como hemofilia C o
deficiencia del antecedente tromboplastinico del plasma en 1953 en una familia judia.
Dos hermanas sufrieron hemorragias después de extracciones dentales vy
amigdalectomia y su tio materno sufrid hemorragias después de una extracciéon dental,
aunque habia tenido una circuncision normal [80,81]. Otras cuatro personas afectadas
fueron identificadas entre trece miembros de cuatro generaciones de la familia con
una variacion considerable entre el grado de anormalidad detectada en el laboratorio
y la tendencia hemorragica.

Las deficiencias en FXI, atendiendo a la capacidad coagulante del plasma se clasifican
en: severas (FXI:C menor de 20 U/dL), que se explican por alteraciones homocigotas o
heterocigotas compuestas; moderadas (con niveles de FXI:C entre 20 y 60 U/dL); o
leves (entre 60 y 70 U/dL) causadas por diferentes mutaciones en heterocigosis. Es
importante destacar que el rango de normalidad en la poblacion general de este
parametro, FXI:C es muy amplio, oscilando entre 70 y 150 U/dL, por lo que las

deficiencia leves podrian perfectamente pasar desapercibidas [82].

Clasicamente se ha considerado que el déficit de FXI es poco frecuente, con una
incidencia aproximadamente en 1 de cada 10.000 individuos en todo el mundo [83], si
bien este dato parece relacionarse con las deficiencias severas. Aunque se ha
encontrado en casi todas las regiones del mundo y grupos étnicos, es mas frecuente
entre judios Ashkenazi (que abandonaron Jerusalén después de la destruccion del

templo en el afio 70 DC y emigraron a Polonia y los estados balticos durante el siglo 1),
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e lragquies con una incidencia de homocigotos del 0.5% y 0.2% y de heterocigotos del
8% y del 3.3% respectivamente [84].

Esta frecuencia del 8% la convierte en uno de los trastornos genéticos mas comunes en
esta poblacion judia. Con esta alta frecuencia es relativamente comun que personas
sin relacion de parentesco pero con deficiencia parcial engendren hijos con deficiencia

severa.

La frecuencia en no judios es poco conocida, ya que habitualmente no suelen
presentar patologia hemorragica significativa. Sin embargo son mayores las evidencias
gue sugieren que este desorden esta posiblemente infradiagnosticado. En el Reino
Unido se estima que la deficiencia de FXI podria representar el 7% de todos los
trastornos de la coagulacion segun la base de datos de la organizacion de directores de

centros de tratamiento de hemofilia [85].

Patogénesis molecular de la deficiencia de FXI

La numeracion de las mutaciones y los residuos afectados por dichas mutaciones que
seguiremos en la tesis sigue las indicaciones de la HGVS (Human Genome Variation
Society), informando de la mutacion en la secuencia del cDNA y en proteina
considerando el residuo 1 a la metionina iniciadora. En algunas bases de datos se sigue
la numeracién que se inicia en el primer aminacido de la proteina madura, sin péptido

sefial (Glutdmico 19).

El gen que codifica para el FXI (F11) se encuentra cerca, aguas abajo, del gen de la PK
en el cromosoma 4q35. F11 abarca 23 kb y se compone de 15 exones y 14 intrones
[86]. Este gen codifica una pre-proteina de 625 aminoacidos con un péptido sefial de
18 aminodcidos. Los dos primeros exones incluyen material 5° no codificante
(implicados por tanto en funcién reguladora), el inicio de traduccion y el péptido sefial,
los exones del 3 al 10 codifican los 4 dominios Apple N-terminal (A1, A2, A3,y A4), y los

exones 11 hasta el 15 codifican el dominio catalitico carboxi-terminal (Figura 4).
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Figura 4. Gen F11. A) Localizacién cromosémica (4935.1). B) Arquitectura genética,
mostrando los 15 exones que los componen y las regiones codificadas por cada exdn.

Las primeras tres mutaciones genéticas del F11 asociadas con deficiencia de FXI se
describieron en seis judios Ashkenazis gravemente afectados [54]. De hecho, en la
poblacién Ashkenazi, dos mutaciones, p.Glul17stop y p.Phe283Leu, también llamadas
mutacion tipo Il y mutacidn tipo lll, se identifican en el 95% de los casos con deficiencia
de FXI.

Sin embargo, la base molecular de la deficiencia de FXI es mucho mas heterogénea en
otras poblaciones [87-94]. Existen diferentes bases de datos que incluyen mutaciones
en F11 asociadas con deficiencia de FXI, como la HGMD
( ), pero quizds la que con mayor
periodicidad se actualiza es

En contraste con la mayoria de las deficiencias de otros factores de la coagulacidn,
gran parte de las mutaciones en F11 estadn relacionadas con falta de produccion o
produccién reducida de la proteina activa, lo que cldsicamente se ha definido como
deficiencias CRM- (“cross reactive material negative”). Tan solo un 4% de las
deficiencias de FXI son explicadas por mutaciones que no afectan a la produccidn,
plegamiento, dimerizacion y secrecion del FXI y por tanto soélo tienen consecuencias

funcionales (CRM+) [95-97].
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Hasta la fecha, mas de 190 mutaciones del gen F11 han sido descritas en pacientes con
deficiencia de FXI ( ). La gran mayoria son mutaciones
puntuales, especialmente las que provocan el cambio de un solo aminodcido
(missense). Las mutaciones missense constituyen el 58% de las mutaciones en F11. No
obstante, también se han descrito mutaciones sin sentido (nonsense), que generan un
coddn de parada de traduccion o stop (12%), e incluso polimorfismos cuya importancia
patoldgica es discutida y en todo caso menor (13%). Las mutaciones puntuales que
causan deficiencia de FXI también se han identificado en regiones intronicas que
flanquean a los exones y que forman parte de secuencias implicadas en el
procesamiento de intrones durante la maduracién del ARNm (8%). También se han
descrito deleciones (6%) o inserciones de nucledtidos (3%) con consecuencias en la
fase de lectura y generacion de codones prematuros de parada de traduccion a

grandes deleciones de todo el gen.

La distribucion de estas mutaciones en el gen del F11 es amplia e incluye los dominios
Al (16%), A2 (9%), A3 (14%), y Ad (15%); region intronica (13%); region 2 de enlace

(1%); péptido sefial (1%); y dominio serin proteasa (32%) (Figura 5).
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Figura 5: Distribucion de las mutaciones identificadas en el gen F11 en pacientes con
deficiencia de FXI. A) Distribucién por dominios estructurales. B) Distribucion por tipo de
mutacion.

La deficiencia de FXI en la poblacion judia ha sido bien estudiada y tiene 4 mutaciones
causales, categorizadas como tipos | a IV. Tipo | es una mutacién puntual G-a-A en la
secuencia donadora de procesamiento de intrones localizada en el Ultimo intrén
(intrén N). Tipo 1, causada por una mutacion sin sentido (p.Glu135stop) en el exdn 5,
que resulta en una terminacidn precoz de la cadena aminoacidica y un nivel
indetectable de proteinas debido a una mayor protedlisis. Tipo lll es causada por una
sustituciéon p.Phe301Leu en el exdn 9, resultando un defecto parcial en la dimerizacion
y la retencién intracelular de monémero. Tipo IV esta asociado a una delecién de 14bp
en el final del exdn 14/inicio del intrén N que afecta al procesamiento de intrones. En

pacientes con deficiencia severa de FXI, la mutacién mas frecuente es de tipo Il (52%),
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seguido de las de tipo lll (46%) vy, en raras ocasiones, por las tipo | (1%) y otras
mutaciones (1%) [87,98,99]. Las mutaciones Tipo Il y tipo lll muestran efectos
fundadores distintos de acuerdo con los estudios de haplotipos realizados en el gen del
F11 en portadores. Estos estudios han demostrado que la mutacion tipo Il se remonta
a mas de 120 generaciones en los Judios en Oriente Medio (se ha visto en judios
iraquies aunque con una frecuencia del 3,3%) y las mutaciones de tipo Il se limita a

Judios Ashkenazi [98,100,101].

Como ya se ha comentado, en otras poblaciones hay mayor heterogeneidad molecular
causante de la deficiencia de FXI, pero también se han descrito ciertas mutaciones mas
prevalentes en ciertas poblaciones. Asi, la mutacion p.Cysl46stop es relativamente
comun en Reino Unido [95], p.Cys56Arg en habitantes del pais vasco Francés [102],
p.GIn106stop en una region de Francia (Nantes) [103], p.Trp246stop en China [94],
p.GIn244stop en Japdn [104], p.Cysld6stop en Australia [105], y p.Phe301lLeu en

América Central y del Sur, Egipto y la India [106].

Fenotipos CRM-y CRM+

Fenotipicamente la deficiencia de FXI se clasifica en 2 tipos [17]. El tipo CRM- (del
inglés “cross reactive material negative”: material reactivo negativo) se caracteriza por
baja actividad coagulante (FXI:C) y bajo nivel antigénico (FXI:Ag). Este cuadro indica
que la proteina estd ausente o disminuida en el plasma, sugiriendo un efecto
mutacional a nivel de la produccién, secrecién o estabilidad del polipéptido
sintetizado. El tipo Il es CRM+ (del inglés “cross reactive material positive”: material
reactivo positivo) se caracteriza por un nivel bajo de FXI:C con nivel normal de FXI
antigénico (FXI:Ag). Este cuadro indica que en el plasma se detecta un nivel de proteina
normal o casi normal pero con la actividad coagulativa disminuida por tener la
mutacién un efecto sobre la funcionalidad del FXI. Sélo un 4% de las deficiencias de FXI
son CRM+.

Las mutaciones CRM- pueden ser clasificadas en base a su mecanismo fisiopatoldgico
en 3 subcategorias (Figura 6) [1]: En la categoria 1 se afecta la sintesis del polipéptido

del FXI mutado, los homocigotos tienen niveles indetectables de FXI en el plasma y los
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heterocigotos tienen unos niveles de FXI aproximadamente de un 50% al tener sélo 1
alelo afectado. El ejemplo mas frecuente de este tipo de deficiencia es la causada por
la mutacion p.Glul35stop. En la categoria 2 se sintetizan polipéptidos de FXI mutado
funcionales que dimerizan mal, por lo que la mayoria de moléculas variantes se
retienen intracelularmente como monodémeros. El nivel de FXI plasmatico en
homocigotos de estas mutaciones es bajo, pero no nulo, oscilando entre el 10 y el 25%.
En heterocigotos, la produccion a partir del alelo normal no se ve afectada porque el
polipéptido mutante dimeriza pobremente con el polipéptido normal y el nivel de FXI
en plasma es de aproximadamente 60-80%. La mutacién p.Phe301Leu es un ejemplo
tipico de la deficiencia CRM- categoria 2. En la categoria 3, el polipéptido mutado tiene
capacidad de dimerizar, incluso con el mondmero silvestre, pero el dimero no se
secreta, lo que resulta en niveles plasmaticos indetectables en homocigotos y una
ganancia de funcidn en heterocigotos que alcanzan unos niveles plasmaticos de FXI del

25%. La mutacién p.Ser243Phe es un ejemplo tipico de este grupo [1].
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Figura 6: Mecanismos propuestos para la deficiencia de FXI CRM-. Permiso concedido para
el uso de esta figura que ha sido modificada de la originalmente publicada en Blood por los
autores Kravtsov DV, Monahan PE, Gailani D. [1] © The American Society of Hematology.

Cerca del 4% de las mutaciones pertenecen al tipo Il (CRM +). Producen proteinas

disfuncionales con niveles de antigeno y actividad discordantes [107]. Hasta ahora,
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solo se han identificado 12 mutaciones en este tipo de deficiencia dispersas por
diferentes dominios del FXI, aunque mayoritariamente se concentran en el dominio
catalitico (Figura 4) ( ). En 11 casos CRM+ la mutacién es
missense. Estas identificaciones son realmente Uutiles ya que marcan residuos y
dominios funcionales claves. Las mutaciones missense descritas en CRM+ son:
p.Glyl73Glu (dominio A2), p.Arg202Gly (dominio A3), p.Ser266Asn (dominio A3),
p.Gly368Ala (dominio A4), y 7 mutaciones en el dominio serin proteasa: p.Val389lle,
p.Ala393Val, p.Arg396Cys, p.Pro538Leu, p.Gly573Glu, p.Thr593Met, y p.Ser594Arg.
También destacamos la existencia de una mutacion nonsense identificada en un caso
CRM+; el cambio p.Cys599stop que afecta al dominio catalitico (en el dominio serin
proteasa), provoca la aparicién de un coddn stop que no impide la sintesis de un
polipétido menor, capaz de dimerizar pero sin actividad catalitica [103].

Atendiendo al mecanismo por el que estas mutaciones provocan la deficiencia de FXI
CRM+, se identifican dos categorias: categoria 1, las mutaciones que interfieren con la
activacion del FXI [2,83,108-110], y la categoria 2, en el que las mutaciones alteran la
activacion del FIX por el FXI e incluyen todas las localizadas en el dominio catalitico

[2,97,108,111-116].

Herencia

El patron de herencia de la deficiencia de Xl presenta controversia, pues la categoria 3
CRM-, con su ganancia de funcién hizo pensar que podria considerarse como un
desorden autosdmico dominante ya que los sintomas clinicos aparecen en
heterocigosis y se trasmiten de padres a hijos. Pero ya no existe duda del cardcter
autosémico recesivo de este desorden entre otras razones por la practicamente nula

tendencia hemorragica de portadores heterocigotos.

Un estudio inicial de ocho pacientes y sus familias demostré que los pacientes que
tenian deficiencia severa tenian hemorragias postoperatorias, mientras que los que
tenian deficiencia parcial no sufrieron hemorragias graves tras cirugias o extracciones
dentales. El estudio incluyé datos de 36 pacientes a quienes realizaron 94

intervenciones, 85 sin episodios hemorragicos y en 9 solo ocurrieron hemorragias
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leves como ligeros sangrados tras extracciones dentales y un episodio de hemorragia
vaginal tras histerectomia [117].

Un segundo estudio de 10 miembros de familias judias, confirmé el patron de
herencia. Pero se vio una falta de relacion absoluta entre el historial de hemorragias y
la deficiencia de FXI [118]. No obstante tenemos que indicar que la descripcion de la
herencia como recesiva es engafosa pues da a entender que las personas con

deficiencia parcial no tienen riesgo hemorragico.

Cuadro clinico de la deficiencia de FXI

Como hemos indicado, los pacientes con deficiencia de FXI habitualmente no tienen
hemorragias espontdneas, pero pueden tener hemorragias leves o moderadas en
determinadas circunstancias. Las hemorragias se pueden presentar precozmente en la
circuncision o mucho mas tarde en la menarquia, con traumas o con cirugia. Es
reconocido que hay una mayor incidencia tras las lesiones en los lugares con una
mayor actividad fibrinolitica como las mucosas de la boca, la nariz o del tracto
genitourinario. Las hemorragias pueden presentarse precozmente o de forma tardia.
La tendencia y la severidad de las hemorragias no tienen relacion directa con el nivel
de déficit de FXI [119-122]. La predileccion por los lugares con aumentada actividad
fibrinolitica se explica, al menos en parte, porque la generacién de trombina a partir
del FXla no es para iniciar la coagulacion sino mas bien para consolidar el coagulo, y
este Ultimo proceso, la consolidacién del coagulo, esta influenciada por la actividad
fibrinolitica. Se han descrito casos de hemorragias toracicas masivas, cerebral,
subaracnoidea y espinal-epidural. Las hemartrosis espontaneas son muy raras, aunque
se han identificado en pacientes con deficiencia parcial. También se han observado
hematurias y predisposicién para las menorragias.

Mas controversia existe sobre la tendencia hemorragica en portadores heterocigotos
de alteraciones que provocan deficiencia parcial de FXI. Estos sujetos habitualmente
no presentan hemorragias graves después de cirugias o extracciones dentales, aunque
en algunos estudios ha habido pacientes que han sangrado excesivamente tras
cirugias, amigdalectomias o extracciones dentales [85,95,123-126]. Se ha descrito una

falta de relacién entre el historial de hemorragias y el nivel de FXI [118]. No obstante,
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existen algunas referencias que sugieren que entre el 20 y el 50% de personas con
déficit parcial sangran excesivamente y se han descrito tendencias hemorragicas
excesivas en personas con niveles entre 50-70 U/dL [123].

La impredecibilidad de la tendencia hemorragica en la deficiencia del FXI se ha
achacado a varios factores: moléculas variantes de FXI, alteraciones de otros factores
de la coagulacién, defectos plaquetarios y del FXI plaguetario y defectos de la funcién
fibrinolitica en los lugares de lesiones. Es posible que otros factores (genéticos o
ambientales) que afectan al sistema hemostatico puedan modular el riesgo
hemorragico en pacientes con deficiencia de FXI, aunque en nuestro conocimiento son

pocos los estudios que han evaluado estas posibles combinaciones y modulaciones.

Un estudio de 165 personas con deficiencias graves de FXI que se sometieron a 120
intervenciones sin terapia de reemplazo demostré que no hubo hemorragia excesiva,
siendo 9 de ellas intervenciones ortopédicas. El riesgo de hemorragia fue bajo en
cirugias en zonas que no mostraban incremento de la fibrinolisis, pero ocurrié en 49-
67% de las intervenciones en zonas de alta actividad fibrinolitica [127]. Se ha
informado sobre varios casos de deficientes de FXI que también padecen hemofilia A,
o enfermedad von Willebrand (EvW) y que muestran mayor tendencia hemorragica
[85]. Recientes estudios israelies demuestran una relacién mas consistente del efecto
aditivo de dos desdrdenes asociados con tendencia hemorragica, al observar la
presencia de EVW en la mayoria de las hemorragias en la deficiencia parcial de FXI
[128].

De modo inverso, en otro estudio, la tendencia hemorragica en personas con EvW fue
predecible por el nivel de FXI:C y el nivel del antigeno del factor von Willebrand (FYW),
utilizando andlisis logisticos de regresién [125]. Empleando métodos similares en
pacientes con deficiencia de FXI, las hemorragias se predijeron con una especificidad
del 85% tras cumplimentar un cuestionario detallado y extensas entrevistas a
pacientes con las siguientes variables: sexo, edad, edad al momento del diagndstico,
historial de hemorragias, nivel de FXI:C, genotipo del FXI, nivel de factor VIII:C,
antigeno y actividad del FvW y grupo sanguineo. Los niveles de FVIII:C se correlacionan
con los niveles de FXI:C, pero ni esta correlacion, ni el nivel de FVW vaticinaron

hemorragias [129]. Pero esta asociacién no esta tan clara. En un estudio realizado en el
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Reino Unido, donde existe una amplia heterogeneidad genética tanto para la
deficiencia de FXI como para la EvW, no se verificd ninguna asociacién de las
manifestaciones hemorragicas con la combinacion de estos dos desérdenes. El estudio
demostré una diferencia estadisticamente importante en los niveles de FYW (pero
todavia dentro del rango normal) entre pacientes con una deficiencia parcial que
tenian un historial de hemorragias, comparados con pacientes sin hemorragias con
niveles similares de FXI:C [85].

La funcidén del FXI en las plaquetas necesita ser esclarecida. Se ha detectado FXI
plaguetario en algunas personas con deficiencia severa de FXI que no sufren
hemorragias y que no se observa en pacientes con deficiencia que presentan
hemorragias [130]. Este mecanismo no explicaria la variabilidad de la tendencia
hemorrdgica encontrada en algunas familias [123]. Los investigadores han informado
sobre casos de pacientes que presentan defectos plaquetarios ademas de deficiencia
de FXI [131,132]. Un estudio en el Reino Unido no encontré tiempos de sangrado
anormales en 63 pacientes con deficiencia de FXI [85]; no obstante, un cuidadoso
analisis reciente de 27 pacientes de 18 familias condujo a la identificacion de 16 con

varios defectos plaquetarios [131].

Terapia para los pacientes con deficiencia congénita de FXI

La deficiencia de FXI es un trastorno poco comun y distinta de otras deficiencias de
factores de la coagulacién porque el sangrado, por lo general, ocurre solo después de
la cirugia o trauma. Ademas, la gravedad de la hemorragia no se correlaciona con los
niveles de FXI, y la terapia de reemplazo puede estar asociada con riesgo de trombosis
[133]. Todos estos datos hacen que el tratamiento de pacientes con deficiencia de FXI
sea todavia materia de debate.

Una reciente revisién de la experiencia de un centro, demostré que se registraron
hemorragias en 22 de 31 casos con deficiencia de FXI (71%) sometidos a
amigdalectomias sin tratamiento. En este estudio, 12 de 14 (93%) con deficiencia
severa sufrieron hemorragias, mientras que 10 de 17 (59%) con deficiencia parcial
también presentaron hemorragias. Ademas, 28 de 55 (51%) extracciones dentales se

complicaron por hemorragias: 15 de 25 (60%) en pacientes con deficiencia severay 13
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de 30 (43%) en pacientes con deficiencia parcial [126]. Esta variabilidad, junto con las
desventajas relacionadas con las diversas modalidades de tratamiento, hace que el
manejo de la deficiencia de FXI sea un desafio. No obstante, una publicacién reciente
de Israel sugiere que el uso mas cuidadoso de la terapia de reemplazo en pacientes
con deficiencias graves debe ser adecuado y determinado por el sitio y tipo de la
cirugia [127].

La principal preocupacion en el tratamiento de pacientes con deficiencia severa de FXI
es la administracion excesiva de tratamiento profilactico para pacientes que no
sangran, y la terapia quizd insuficientes para pacientes sangrantes.
Desafortunadamente, hasta la fecha, no hay baremo disponible de sangrado para
estimar la cantidad o extensién de la hemorragia y su correlacidon con el riesgo de
sangrado en los procedimientos a realizar, para los pacientes con deficiencia de FXI.
Ademas, el enfoque actual no es aplicable a pacientes sin cirugias previas. El papel de
la trombofilia; los niveles de FvW, FVIII, fibrinégeno y trombomodulina; asi como el
recuento de plaquetas, o los niveles de FXIl como "modificadores de sangrado" en el
contexto de la deficiencia de FXI son todavia desconocidos. Sin embargo, las
interacciones genético-ambientales actuan como un modificador del fenotipo clinico
de la deficiencia de FXI en condiciones como el embarazo [134,135] y la sepsis. La
prueba de la generacién de trombina, uno de los ensayos de hemostasia global que
refleja la capacidad global de respuesta del sistema hemostatico, parece distinguir
entre sangradores y no sangradores [136,137]. Sin embargo, esta prueba necesita mas
investigacion y estandarizacion y los resultados observados en pacientes con
deficiencia de FXI deben ser validados por otros grupos y con mayor numero de
pacientes, ya que los estudios son pequefios.

También se ha demostrado que los pacientes con antecedentes de hemorragia
exhiben reducida densidad de la red de fibrina, en comparacion con los no sangradores
cuando se evalué mediante microscopia confocal de barrido [138].

Mientras tanto, en ausencia de un método de laboratorio sensible y estandarizado
para la evaluacion del riesgo de sangrado en pacientes con deficiencia de FXI, se
requiere un tratamiento profilactico para procedimientos invasivos antes de la cirugia,

independientemente de la historia de sangrado.
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Actualmente, el tratamiento mas comunmente ofrecido a pacientes con deficiencia
severa de FX| es plasma fresco congelado (PFC) en una dosis de 15 mL/kg, para
alcanzar una actividad del FXI en torno al 40%, aproximadamente durante una semana
[139]. El tratamiento se asocia con complicaciones potenciales, tales como la
sobrecarga de volumen en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva e
insuficiencia renal. Ademas, el PFC no puede ser utilizado en pacientes con inhibidores
a FXI, y de hecho parece aumentar el riesgo de desarrollo de inhibidores después de la
exposicion en aquellos pacientes con niveles indetectables de FXI [140]. El uso de PFC
puede complicarse con un mayor riesgo de enfermedades transmitidas por
transfusion, reacciones alérgicas e incluso shock anafilactico, sobre todo en aquellos
con deficiencia deinmunoglobulina A (IgA) cuando no se pueda usar PFC deplecionado
de IgA.

El desarrollo de productos inactivados viralmente, ya sea en lotes tratados con
solvente/detergente o en unidades de donantes Unicos tratadas con azul de metileno,
ha hecho al PFC mas seguro. Utilizando plasma tratado con solvente/detergente, la
vida media estimada del FXI:C fue de 45 horas, similar al PFC estandar [141]. No
obstante, se ha informado sobre un contenido de FXI:C demasiado variable en este
producto, con algunos lotes conteniendo sélo 35 a 50 Ul/dL [142]. Trabajos recientes
indican que es posible pasteurizar lotes de PFC (descongelados a -30° C y después
calentados a 60° C durante 10 horas) con preservacién de 75 a 95% de la actividad del
FXI [143].

El concentrado de FXI (derivado de plasma e inactivado térmicamente) es otra opcién
ofrecida en algunos paises, en ausencia de FXI recombinante. Estos productos son
eficientes en la prediccion del aumento esperado en los niveles de FXI cuando se
administra una dosis dada, y ya que tiene una vida media larga, lo que hace que este

tratamiento se pueda dar en dias alternos.
El nivel objetivo que debe alcanzarse con este tratamiento debe ser el 30-40 Ul/dL.

La advertencia del uso de concentrado de FXI es que los productos actualmente
disponibles (Bio Products Laboratory en Reino Unido y LFB Biomedicaments en
Francia) es el riesgo trombdtico que se ha descrito. Por ello, el concentrado de Bio

Products contiene una alta concentracion de antitrombina y heparina para reducir su
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capacidad trombogénica, pero incluso con esta formulacion, el producto mantiene
elevada trombogenicidad. Y el concentrado de LFB ademas de antitrombina y heparina
contiene inhibidor de C1 [139,144,145].

Como ocurria con el PFC, los pacientes con niveles plasmaticos indetectables de FXI
presentan alto riesgo de desarrollar inhibidores después de exposicion a los
concentrados [97], y no se pueden utilizar en pacientes con deficiencia de IgA. Por lo
tanto, antes de que estos concentrados sean indicados, es obligatorio cuantificar los
niveles antigénicos de FXI en el paciente, y debe estudiarse la presencia de anticuerpos
en pacientes con niveles de FXI indetectables que fueron expuestos previamente a
PFC, y/o concentrado de FXI.

Podemos concluir que los concentrados de FXI disponibles actualmente son
hemostaticamente eficaces y se encuentran libres de transmisién viral, pero deben
utilizarse con precaucién, especialmente en personas mayores con enfermedades
cardio-vasculares y en individuos con estados protrombéticos (por ejemplo, mujeres
embarazadas o puerperales y en pacientes con enfermedades malignas). Algunos
autores siguen planteando que existen circunstancias en donde el balance de riesgo
plantee el uso de estos productos con intensas medidas de precaucién. Y no podemos
olvidar que mas de 40 personas de mas de 60 afios han recibido el concentrado de FXI
sin episodios adversos. Las directrices de la Organizacién de Directores de Centros de
Hemofilia del Reino Unido recomiendan que las dosis no excedan 30 Ul/kg y que el
nivel post-infusion de FXI:C no debe exceder 100 U/dL [146].

Puesto que hay inquietudes respecto a la trombogenicidad en pacientes que reciben
concentrados de FXI, es claro que todavia existe un lugar para el PFC en la profilaxis

anti-hemorragica y en el tratamiento de pacientes con deficiencia de FXI.

Se han investigado otros agentes anti-hemorragicos en pacientes con deficiencia de

FXI.

Dosis bajas (15-30 pg /kg) de Factor Vlla recombinante (rFVIla) se han utilizado con
éxito en pacientes con deficiencia severa de FXI, con y sin inhibidores [147,148]. Pero
la experiencia es muy reducida, y se debe tener precaucion cuando se usa en dosis mas
altas, como las que se utilizan habitualmente para el tratamiento de la hemofilia Ay B,

a causa del aumento del riesgo de trombosis [149,150]. Es el Unico tratamiento
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disponible para los pacientes con inhibidores, y se ha sugerido también su uso en el
tratamiento primario para evitar la exposicion a productos sanguineos.

Los agentes antifibrinoliticos, como el acido tranexdamico o el dcido 6-aminocaproico,
se utilizan actualmente como monoterapia para procedimientos menores tales como
antes de las extracciones dentarias, o en combinacién con rFVlla de dosis baja o PFC en

los procedimientos mas sangrantes.

De forma practica, antes de planear el tratamiento profilactico en pacientes con

deficiencia severa de FXI, [139] recomiendan plantearse las siguientes cuestiones:

1. Lugar y tipo de cirugia. Intervenciones en lugares con actividad fibrinolitica tienen
mayor riesgo de hemorragias. Se ha recomendado el uso de antifibrinoliticos solos o

con otras medidas para intervenciones en esos tejidos.

2. La presencia de un inhibidor. Debe buscarse en déficit severos que han sido tratados

con plasma, y/o concentrados de FXI.

3. La combinaciéon con otros defectos hemostaticos. Si el paciente tiene mayor
tendencia hemorragica que otros con similar tasa de FXI|, se deben buscar

trombopatias, disminucién del FYW o disfibrinogenemia.
4. El riesgo trombodtico. Vigilancia estrecha en los tipos de cirugia mas trombéticos.

5. La sobrecarga de volumen. Evaluar antes de tratar con PFC la posibilidad de fallo

cardiaco congestivo y la funcion renal.

6. La presencia de la deficiencia de IgA. Ante la posibilidad de reacciones alérgicas a la

infusion de plasma o sus derivados.
7. La exposicion anterior o no a productos sanguineos.

En conclusion, la terapia adaptada al riesgo de un individuo y el tipo de procedimiento
constituye el manejo ideal de pacientes con deficiencia de FXI. Queda por determinar
si una de las pruebas de coagulacidn globales, incluyendo ensayos de la fibrinolisis y/o
de la estructura del coagulo, pueden predecir de manera eficiente el riesgo de
hemorragia de un individuo determinado, antes de poder recomendar el tratamiento

profilactico, pero estas pautas no estan disponibles en la practica clinica.
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FXI y trombosis

Debido a que el FXI tiene efectos procoagulantes y antifibrinoliticos, es razonable
deducir que los altos niveles de FXI aumentan el riesgo trombético y, por el contrario,
la deficiencia severa de FX| puede proporcionar proteccion contra los trastornos
tromboticos. Los datos del estudio LETS (“The Leiden Thrombophilia Study”) en pacientes
con trombosis venosa [151] han mostrado que los individuos con niveles de FXI en el
percentil 10 superior tienen mayor riesgo de desarrollar trombosis que los sujetos con
niveles de FXI debajo del percentil 90 (riesgo relativo —OR-: 2,2 con un intervalo de
confianza -IC- al 95% de 1,5-3,2). Otro estudio informé del alto indice de recurrencia de
tromboembolismo venoso en pacientes con aumento de la actividad FXI y de los
niveles antigénicos de TAFI [152]. En cuanto a accidente cerebrovascular isquémico,
Yang y col.[153] informaron de niveles de FXI superior al 95% en 17 de 78 (22%) de los
pacientes con ictus isquémico o ataque isquémico transitorio vs. 2 de 40 sujetos de
control (5%) (OR: 5,3; IC del 95%: 1,2-24,1).

Estos datos sugieren la correlacion positiva entre los altos niveles de FXI y el riesgo de

sufrir trombosis venosa (TV).

Pero mas contundentes son los datos que avalan el papel protector de la deficiencia de
de FXI en la patologia trombdtica. Un estudio reciente de Salomon y col.[57] muestra
la ausencia de TV en pacientes con deficiencia severa de FXI. En una cohorte de
pacientes no relacionados con la deficiencia severa de FXI (n = 219; rango de edad, 20-
94 anos), no se observd ningln caso de TV. Este resultado fue considerablemente
menor que la incidencia esperada (4.68) calculado a partir de un estudio poblacional, y
se mantuvo incluso cuando se compara con otros 3 estudios de poblacién similar.

En un reciente estudio comparativo de la incidencia de accidente cerebrovascular
isqguémico en pacientes con deficiencia de FXI se observd una incidencia
significativamente menor de ictus isquémico en pacientes con deficiencia severa de FXI
(FXI: C< 15 UI/dL [n = 115], la edad, = 45 afos) que en la poblacién israeli con igual
proporcion de los principales factores de riesgo (1/115 vs. 8.56 / 115) [154]. Este

hallazgo sugiere un efecto protector de la deficiencia de FXI contra el accidente
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cerebrovascular isquémico, asi como la importancia de FXI en la patogénesis del
accidente cerebrovascular isquémico. No obstante recientemente se ha descrito el
caso de un paciente con deficiencia de FXI que ha padecido una trombosis cerebral
espontanea a la edad de 2 afos sin ningun tipo de terapia de reemplazo o herencia de
trombofilia. El analisis genético revelé que la paciente, que no tenia factores de
trombofilia, era homocigota para la mutacién p.Cys416Tyr del F11.

Existen datos contradictorios en relacién al efecto de alteraciones en los niveles del FXI
con el riesgo de infarto de miocardio. Varios trabajos indican que no existe relacién
entre niveles altos de FXI e infarto agudo de miocardio [155,156]. Sin embargo, un
estudio mostré un OR ajustado de 1,8 (IC del 95%, 1,2 a 2,7) para los individuos con
niveles de FXI en el quintil mas alto en comparacion con el quintil mas bajo, que en el
subgrupo de pacientes con niveles bajos de FXIl llegaba a alcanzar un OR ajustado de
6,4 (IC del 95%, 2,2-18,0) [157]. En relacién al potencial efecto protector de la
deficiencia de FXI en infarto de miocardio, los escasos trabajos disponibles, todos
realizados en la misma poblacion (Judios Askenazis) informan de la existencia de casos
con deficiencia severa de FXI que han desarrollado infarto agudo de miocardio, y de
hecho, la incidencia de infarto de miocardio fue similar en pacientes con deficiencia
severa de FXI y la poblacién en general [154,158]. Por lo tanto, la deficiencia
hereditaria de FXI no parece conferir proteccion contra el infarto agudo de miocardio.
La razén de los efectos dispares de la deficiencia de FXI sobre el accidente
cerebrovascular isquémico agudo y sobre el infarto de miocardio no estd claro y
requiere mayor investigacion. La heterogeneidad de las células vasculares endoteliales
en sus estructuras y funciones de las diferentes localizaciones del cuerpo, asi como su
interaccion con los componentes celulares y plasmaticos de sangre, puede ser algunas
de las principales causas [154,159,160]. Sabemos que los vasos cerebrales contienen
proteina B amiloide, pero los vasos coronarios no expresan esta proteina [159]. Son
necesarios mas estudios para aclarar si la proteina B-amiloide tiene un papel en las

diferencias observadas.

Modelos animales
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Los resultados obtenidos en modelos animales no tienen porqué extrapolarse, al
menos al 100%, al humano, pero sin duda, los modelos animales, mayoritariamente
murinos, son excelentes aproximaciones experimentales para conocer aspectos

fisiopatoldgicos de cualquier proteina.

Para la ruta de contacto en general y para el FXI en particular, los resultados obtenidos
en modelos murinos han sido de una gran importancia y han abierto nuevas

perspectivas en el sistema hemostatico y apasionantes posibilidades terapéuticas.

Los ratones con manipulacion genética que no expresan FXI son sanos y con capacidad
reproductiva normal [161]. Aunque el TTPa de ratones con FXI nulo esta prolongado,
no tienen tendencia al sangrado espontdneo y el tiempo de sangrado es normal
[162,163], confirmando el escaso papel de este elemento en la respuesta fisioldgica
normal del sistema hemostatico. Estos datos son completamente compatibles y
comparables a los resultados obtenidos en ratones KO para el FXII [163]. Rosen y col.
[164] describieron por primera vez el efecto de la deficiencia de FXI en la trombosis
inducida por lesion de la arteria cardtida con cloruro férrico (FeCl3) en ratones. La falta
de FXI atenlda notablemente la formacién del trombo mientras que la infusidon
intravenosa de FXI restaurd la formacién del trombo oclusivo, lo que indica una
relacion de causa-efecto entre la deficiencia de FXI y la inhibicion de la trombosis.
Efectos similares se observaron también en las arteriolas mesentéricas [53] y la vena
cava [165] en ratones FXI -/- después de la lesién con FeCls. En un estudio comparativo
para evaluar los efectos de las deficiencias de FIX y de FXI en oclusiones de la arteria en
ratones inducida por FeCls, tanto los FIX -/- como los FXI -/- fueron totalmente
protegidos de trombos oclusivos, y los efectos protectores fueron comparables a
heparina a dosis alta (1.000 Ul/kg) y eran mas potentes que la aspirina. Aunque la
incidencia de trombosis arterial en ratones FIX -/- y FXI -/- fue similar, se observé una
notable diferencia en el ensayo de tiempo de sangrado en la cola del ratén. El tiempo
de hemorragia fue normal en los ratones FXI -/- y sin embargo, se prolongo
significativamente en los ratones FIX -/- [166]. Diferentes trabajos muestran la
disminucion en la formacién de trombos en ratones FXI -/- después de la lesién con
laser [167], lesién de compresién [53], y la oclusidn transitoria de la arteria cerebral

media [52]. Wang y col. [165], utilizando un modelo murino con deficiencia de FXI y
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trombosis inducida por FeCl3 en la vena cava observd que el efecto antitrombadtico de
la deficiencia de FXI fue sustancialmente mas fuerte que la heparina en dosis altas
(1.000 Ul/kg), clopidogrel (30 mg/kg), y argatroban (30 mg/kg), mientras que el tiempo
de sangrado fue comparable a la de los ratones normales. Estos resultados estan en
consonancia con los hallazgos observados en un modelo de ratdon con deficiencia
combinada de proteina C (PC) y FXI (PC -/- & FXI -/-), que muestra la supervivencia de
los dobles KO frente a la letalidad embrionaria de ratones PC -/- & FXI +/+ [168].

Todos estos datos apoyan fuertemente el efecto antitrombdtico de la deficiencia de
FXI, al menos en ratones. Sin embargo, el mecanismo subyacente no esta
completamente dilucidado. Se propuso una asociacion con una disminucion de la
activacion de TAFI [44,169,170]. Curiosamente, un estudio reciente mostré que
ratones sin TAFI (TAFI -/-) no estan protegidos de la oclusién arterial después de una
lesion con FeCls [163], en consonancia con otro que utilizé un modelo de oclusién
transitoria de la arteria cerebral media, que no reveld significativa diferencia en el
volumen de infarto y la acumulacion de fibrindgeno entre el ratones TAFI -/- y el grupo
de control [171]. Tal vez TAFI no tiene un papel importante en la formacién de
trombos arteriales. Ademas, Tucker y col. [172] observaron una coagulopatia reducida
y supervivencia prolongada en ratones deficientes en FXI cuando se comparaba con
ratones que expresan niveles normales de FXI en un modelo de sepsis por ligadura mas
puncién cecal, lo que sugiere una contribucién del FXI a la patogénesis de la
coagulaciéon intravascular diseminada, asi como el proceso inflamatorio durante la
sepsis.

Los modelos animales que sugieren escaso papel en hemorragia pero gran proteccién
en trombosis para la deficiencia de FXI no se restringen a cepas genéticamente

modificadas que provocan la deficiencia de FXI.

Gruber y col. [173] proporcionaron los primeros datos sobre el potencial
antitrombdtico de anticuerpos anti-FXI. En su modelo trombdtico en babuinos
demostraron que el anti-FXI empleado (un anticuerpo que reconoce especificamente
dominio A3 del FXI) redujo notablemente el crecimiento del trombo intraluminal, pero
no pudo evitar el inicio de la trombosis. El efecto antitrombdtico del anti-FXI era

comparable al de la heparina a dosis que prolonga marcadamente el TTPa, el tiempo
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de protrombina y el tiempo de sangrado. Por el contrario, con anti-FXI sélo se prolongd
el TTPa sin alargar el tiempo de protrombina ni el de sangrado. Tucker y col. [150],
utilizando un modelo de trombosis en primates, demostraron una prevencién eficaz de
la oclusion del injerto vascular y de la generacion de trombina asociada al trombo en
los babuinos tratados previamente con un anticuerpo monoclonal anti-FXI humano. El
tiempo de sangrado no se vio afectado. El tratamiento previo con aspirina no sélo no
pudo evitar la oclusién del injerto, sino también prolongaba notablemente el tiempo
de sangrado. De forma consistente, en modelos de conejo con lesién de la neointima y
dano endotelial mas ligadura de los vasos, el anticuerpo monoclonal anti-FXI redujo
significadamente el crecimiento del trombo en la arteria iliaca y la vena yugular

[174,175].

Inhibidores del FXla y trombosis

También se han buscado inhibidores del FXla para evaluar su efecto antitrombdtico.
Lin y col. [176] y Deng y col. [177] desarrollaron una serie de inhibidores
peptomiméticos del FXla basados en ketoarginina, que de modo irreversible
bloqueaban la actividad del FXla a través de una unién covalente. Como era esperable,
estos inhibidores atenuaban eficazmente la trombosis venosa sin prolongar el tiempo
de sangrado en un modelo de rata.

El BMS-262084, una pequeiia molécula inhibidora selectiva del FXla, también mostré
un efecto protector contra la trombosis inducida por FeCl2 pero no a la inducida por el
FT [178].

El AcaNAP10 es un péptido clonado a partir de un nematodo hematéfago que ha
mostrado un fuerte efecto inhibidor del FXla aunque también tiene un débil efecto
inhibidor del FVIlIa-FT [179], aunque su eficacia antitrombdtica in vivo no se ha
objetivado todavia.

Decrem y col. [180] informaron de un inhibidor recombinante de la fase de contacto,
identificado en la garrapata comun (Ixodes ricinos), que inhibe tanto el FXla, como el
FXlla, y la calicreina. Este inhibidor atenuaba significativamente la formacién del
trombo venoso y arterial en diferentes modelos de trombosis en ratones y ratas sin

perjudicar la hemostasia.

41



La inhibicion de la activacion del FXI mediada por FXlla

Como se menciond anteriormente, las 2 vias de activacion del FXI tienen significados
bioldgicos diferentes. La activacion del FXI por retroalimentacién por la trombina
participa en la hemostasia fisiologica mientras que la activacion mediada por el FXlla se
asocia con el crecimiento del trombo patolédgico. Por lo tanto, el bloqueo de la
activacion del FXI mediada por el FXlla puede servir como una estrategia novedosa y
eficaz para la prevencion de la trombosis. Datos interesantes estan surgiendo en este
campo. El anticuerpo 14E11, que especificamente bloguea la activacion del FXI por el
FXlla, es una ruta prometedora. Este anticuerpo no soélo impide la oclusion arterial
inducida por FeCl; y atenua la embolia pulmonar provocada por el FT en ratones, sino
gue también redujo el crecimiento del trombo rico en plaquetas en injertos revestidos
con colageno en babuinos [51].

Interesantes son también los resultados obtenidos con una proteina quimera de
albdmina humana recombinante e infestina-4, un inhibidor de serin proteasa presente
en insectos que presenta una potente actividad inhibidora de FXlla [181]. Esta proteina
quimera es capaz de inhibir marcadamente la formacién de trombosis arterial oclusiva

sin afectar el tiempo de sangrado en modelos de ratén y rata [182].

Bloqueo de Biosintesis del FXI y trombosis

La terapia con oligonucledtidos antisentido que inhiben la biosintesis de las proteinas
que causan una enfermedad se ha utilizado recientemente para tratar ciertos
trastornos. Recientemente, dos trabajos [183,184] bloquearon con éxito la biosintesis
del FXI en ratones con oligonucledtidos antisentido especificos (ASO, del inglés
AntiSense Oligonucleotides). Estos agentes consiguen el bloqueo casi total de la
expresion hepatica del ARNm de FXI y obtienen una marcada reduccidn de la proteina,
del FXI en plasma y consecuentemente de su actividad procoagulante. Como era
esperable, el tratamiento con ASO anti-FXI inhibe fuertemente la trombosis arterial y
venosa sin afectar al tiempo de sangrado. La coadministracion de ASO anti-FXI con

enoxaparina o clopidogrel mejoraba aun mas el efecto antitrombodtico sin aumentar
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tendencia al sangrado [184]. Es muy importante destacar que el efecto anticoagulante
de la terapia antisentido contra el FXI fue rapido y se puede revertir eficazmente con
concentrados de FXI [184].

Recientemente se ha publicado un estudio prospectivo y randomizado que muestra el
beneficio de ASO anti-FXI en 300 pacientes que se sometieron a artroplastia de rodilla
[185]. Los pacientes se randomizaron aleatoriamente en tres grupos; dos recibieron
ASO anti-FXI en dos dosis diferentes (200 mg o 300 mg), mientras que el tercer grupo
recibié 40 mg de enoxiparina una vez al dia. Los objetivos del estudio fueron: 1)
evaluar la incidencia de tromboembolismo venoso (objetivado tanto por venografia
bilateral como por la clinica) y 2) analizar los eventos hemorragicos mayores o
menores pero clinicamente relevantes. La Tabla 1 recoge los niveles de FXI en el

momento de la cirugia.

Tabla 1. Niveles de FXI plasmatico, incidencia de trombosis y hemorragia en el
estudio de Biiller y col.[185] que comparaba el efecto de oligonucleétidos
antisentido especificos (ASO) anti-FXI frente a heparina de bajo peso molecular en
artroplastia de rodilla.

ASO anti-FXI  ASO anti-FXI  Enoxaparina

200 mg 300 mg 40 mg
FXI plasmatico (Ul/mL) durante la 0,38 £ 0,01 0,20 £ 0,01 0,93 £ 0.02
cirugia Ul/mL Ul/mL Ul/mL
Incidencia de trombosis (%) 27% 4% 30%
Incidencia de hemorragias (%) 3% 3% 8%

El resultado de eficacia primaria fue contundente. Se objetivaron eventos trombéticos
en 36 de 134 pacientes (27%) que recibieron la dosis de 200 mg de ASO anti-FXl y en 3
de 71 pacientes (4%) que recibieron la dosis de 300 mg de ASO anti-FXI, en
comparacion con 21 de 69 pacientes (30%) que recibieron enoxaparina. El régimen de
200 mg no fue inferior, y el régimen de 300 mg fue superior, frente a enoxaparina (P
<0,001). El sangrado se produjo en tasas simulares en los tres grupos, pero aungue no
logrd significacion estadistica, fue menor en los pacientes tratados con ASO anti-FXI

(Tabla 1).

Todos estos datos hacen de los ASO anti-FXI una de las terapias antitrombdticas mas

prometedoras.
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HIPOTESIS

La deficiencia de FXI, por la escasa clinica hemorragica y por las limitaciones de los
métodos empleados en su diagnodstico, podria estar subestimada y podria ser
frecuente, especialmente en poblaciones con alta tasa de consanguinidad. La
identificacion de nuevos casos con deficiencia de FXI podria ayudar a definir nuevos
mecanismos moleculares, e identificar nuevos residuos relevantes en la relacion
estructura-funcion del FXI. Por otra parte, y de acuerdo con el papel del FXI en la
coagulacion y los recientes resultados obtenidos en modelos animales y ensayos
clinicos que provocan la deficiencia de FXI, la identificacion de un nimero elevado de
pacientes con deficiencia de FXI que tengan un extenso seguimiento clinico podria

aclarar las implicaciones clinicas de este desorden.

OBJETIVO

El objetivo del presente proyecto doctoral fue realizar una caracterizacién de la
deficiencia de FXI en Yecla, una poblacién con caracteristicas geograficas que pueden

facilitar una alta tasa de consanguinidad.
Los objetivos especificos fueron:

1) Conocer la incidencia real de la deficiencia de FXI en una poblacién con

TTPa prolongado recogidos durante un periodo de 20 afios.
2) Estudiar la base molecular de la deficiencia de FXI en los casos identificados.
3) Evaluar los sistemas diagnésticos de la deficiencia de FXI.

4) Analizar las implicaciones clinicas de la deficiencia de FXI.

45



46



MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

1. Poblacidn de estudio

El estudio se realizd en el area de Salud del Hospital Comarcal Virgen del Castillo de
Yecla. De las 324.764 pruebas de TTPa realizadas durante 20 afios a 51.366 pacientes,
se seleccionaron 1.700 que presentaron un TTPa prolongado, con ratio superior a 1,3.
Descartados los que no se confirmaron, los anticoagulados y los que tenian
anticoagulante lUpico, al resto se estudiaron los factores de la via intrinseca. Este
estudio permitid seleccionar 44 casos indices con deficiencia de FXI. El estudio también

incluyo 170 familiares de los 44 casos indice, también con deficiencia de FXI.
El estudio ademas incluyd 450 donantes de sangre; 159 de Yecla y 300 de Murcia.

Todos los sujetos dieron su consentimiento informado para formar parte del estudio,
aprobado por el comité ético del Hospital Universitario Reina Sofia de acuerdo con la

declaracion de Helsinki, aprobada en Edimburgo en el afio 2000.

2. Extraccion y preparacion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se extrajeron en tubos con citrato trisédico (1:10). Las pruebas
de coagulacién se realizaron en las primeras 4 horas siguientes a la extraccién tras la
centrifugacién a 2500 rpm durante 15 minutos. Las fracciones del plasma pobre en
plaguetas para los estudios moleculares se obtuvieron mediante centrifugacién a 4¢C
durante 20 minutos a 2200g, se alicuotaron y se almacenaron a -709C. La capa de
células blancas se empled para purificar ADN gendmico mediante precipitacidn salina

con el sistema Puregene® BloodCore Kit B (QIAGEN®) y se almacend a -20°C.

3. Estudio de los niveles de Factor Xl: tiempo de tromboplastina parcial activado,

pruebas coagulométricas y niveles antigénicos

3.1. Tiempo de tromboplastina parcial activado

El TTPa se determind en un coaguldémetro automatico (ACL de Instrumentation

Laboratory, IL) del hospital de Yecla o el Hospital Universitario Morales Meseguer
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empleando diferentes agentes activadores de la ruta de contacto de la misma casa

comercial: SynthASil® o SynthAFax® (Instrumentation Laboratory).

Los valores de TTPa se mostraron tanto de forma absoluta (en segundos) como
relativa, en forma de ratio, que consiste en expresar el TTPa del paciente con respecto

al de un plasma de referencia generado con plasmas de individuos sanos.

3.2. Estudio de los niveles FXI: Pruebas coagulométricas y niveles antigénicos.

La actividad coagulante del FXI plasmatico (FXI:C) se determind en el mismo
coaguldmetro automatico empleando un método comercial, aplicando los mismos
agentes activadores de la ruta de contacto y diluyendo la muestra del paciente en un

plasma deficiente de factor XI (Instrumentation Laboratory, Italia).

Los niveles antigénicos de FXI plasmatico y las caracteristicas electroforéticas se
determinaron mediante Western Blot. La separacidn electroforética se llevd a cabo en
gel de acrilamida con dodecil sulfatosédico (SDS) y condiciones no reductoras
siguiendo el protocolo descrito por este grupo [186]. Después de la trasferencia a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF), se identificé la proteina mediante el
uso de un anticuerpo policlonal generado en cabra (Enzyme Research Laboratories)
que detecta una banda de 160 kDa correspondiente al dimero formado por dos
moléculas de factor XI unidas por puentes disulfuro. Para evitar inespecificidades se
utiliz6 una solucion de bloqueo PBS Tween 1x suplementado con 5% de leche
desnatada en polvo. Tras los correspondientes lavados de membrana, se incubd con
un anticuerpo secundario anti-lgG de cabra generado en ratén y acoplado a peroxidasa
(A9452, Sigma-Aldrich). La sefal se detecté con un sistema de quimioluminiscencia
(GE™ Healthcare Amersham™ ECL™) en un equipo ImageQuant LAS4000mini (Exon

Biotec, GE Healthcare).

4. Analisis molecular del gen F11

4.1. Amplificacion de fragmentos del gen F11 para la busqueda del defecto molecular

causante de la deficiencia de FXI
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Se realizo6 la amplificacién de los 15 exones y zonas flanqueantes del gen F11 mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los cebadores que se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen F11.

EXON  SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDOS (5’-3’)  TH(2C) TAMARO (pb)

F: CTTGGCCTTAGGAGGAATCCT

1 R: GACACTGTTACTCTTCTGTTGTTCCA >8 824
F: CCCCTCTCTCCCTATTTCTTGTAA

2 R: TTTGAAAACCTCTGGAGCCTCA >8 302
F: AACATAACGCATGCCATGTAC

3 R: GTCTCCTCGATGTAGAAACAT >0 225
F: GTTGACACATTCCTGTTTGTTCCT

4 R: GATATGTGTACATCACAGCTGGT >8 391
F: GGTACTCATGTCTTCTGCTT

5 52 240
R: TCACGATTCTGTTTTTCATCG
F: GCAGTTGGAAGAATAAGACAC

6 R: GAATTACATCATCAAGAAGTCG 48 185
F: AGTCCCTGACATAGTTCTTC

7 46 228
R: GAAGATAACAAATTATCCTTACT
F: TGAGCTGACTTTACTTTCTCTAGGTGC

8-9-10 R: CCCTTCTGTGGCTATAACTGACAGT 60 751

F: AAGATGTAGGAAGCTGCTCATC

11 55 208
R: ATGAACTAATAAAAACAGCCGTG
F: GTCCATCATTGGCAGAAAATATTAGT

12 58 406
R: CCCTTTCATGATGATAACGCA
F: CGTCTCATATTTAAACCACGA

13 R: GGAGCACATATAACAACATCA >> 159
F: TATGGTTATTCTACAAACGAAC

14 R: CAATTTGCATATATTCCATTGG >2 220
F: GAAGCGTCTGAGTTGATCTG

15 R: AGCAAATCCTGGGTCCTTCA >2 257

F: secuencia directa (forward); R: secuencia inversa (reverse), TH: temperatura de

hibridacion.
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Los productos obtenidos de la PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% con GelRed® (1:20000) (Biotium,Fremont, CA) en tampdn TAE (TRIS base 0.04 M,
acido acético 0.04M, EDTA 0.001M, pH 8) durante 20 minutos a 60V.

El producto de PCR se purificd para su posterior secuenciacién, empleando el sistema

ExoSAP-IT de Affymetrix.

4.2. Reaccion de secuenciacion

Para llevar a cabo la reaccion de secuenciacién se utilizé el kit Big Dye Terminator v
3.0; Applied Biosystems, GFoster City, CA. Se le adicioné 1 pl de oligonucledtido
iniciador de la secuencia (normalmente un oligonucleétido empleado en la propia
amplificacién) y 2ul de la mezcla Big Dyes a 2ul de PCR purificada. La reaccion de
secuenciacion se llevd a cabo en un termociclador realizando 25 ciclos a las

condiciones que figuran en la Tabla 3.

Tabla 3. Etapas de la reaccion de secuenciacion.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién 962C 10 segundos
Hibridacion 50°C 5 segundos
Extension 602C 4 minutos

A continuacion, se purificd el producto obtenido empleando el kit Performa DTR Gel
filtration cartridges. El producto purificado se desnaturalizé anfadiendo 10 pl de

formamida.

Una vez purificado, el producto generado se analizé6 mediante electroforesis capilar en
el equipo Hitachi 3130xl Genetic Analyzer (Applied Byosystem). Las muestras fueron
inyectadas en capilares rellenos de polimero en los que, mediante la aplicacién de alto

voltaje, se consigue la separacion de los fragmentos por tamafio. Antes de llegar al
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polo positivo, los fragmentos son alcanzados por un laser que excita los fluoréforos
incorporados en cada dideoxinucleétido y la fluorescencia emitida por éstos es
detectada por un dispositivo éptico. Un programa informdtico convierte la seiial en
datos digitales y estos datos crudos se visualizan como imagenes mediante el

programa SeqScape.

4.3. Herramientas de analisis

Ademas de los programas para el disefio de cebadores
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi; y
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer), en este trabajo se han
empleado dos herramientas de analisis de secuencia adicionales. Las secuencias ALU,
potencialmente implicadas en procesos de reordenamiento genético se han buscado
en el gen del F11 con la ayuda del software Repeat Masker

(http://www.repeatmasker.org/).

La busqueda de secuencias aceptoras y donadoras potencialmente implicadas en
procesamiento de intrones se realizd mediante el software Human Splicing Finder

(http://umd.be/HSF3/).

4.4. Amplificacion y secuenciacion de regiones intronicas para la busqueda de

haplotipos asociados con la mutacidn p.Cys56Arg

La tabla 4 muestra los cebadores, asi como la temperatura de hibridacion y el tamafio
de amplificacion de las PCRs que se realizaron para determinar el haplotipo de los
casos homocigotos con la mutacién p.Cys56Arg, pertenecientes a dos familias no

relacionadas.
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de diferentes regiones del
gen F11 que contienen polimorfismos informativos del haplotipo asociado con la
mutacion p.Cys56Arg. Las condiciones de amplificacion y el tamafio del amplicén

también se indican.

Nombre Secuencia TH* Tamafio #
F11 intB-F TCACCCAAGTAGTGAACACAGC

F11intB-R | GGTTGTTTCCACCTGTAATCC 58 357
F11_3F AACATAACGCATGCCATGTAC

F11_3R GTCTCCTCGATGTAGAAACAT 50 225
F11_5F GGTACTCATGTCTTCTGCTT

F11_5R TCACGATTCTGTTTTTCATCG 52 240
F11 intE-F GTAAGAAGGACTTAGCCA

F11 intE-R CACATGAAGAAGGAGAGTG 52 369
F11_8/9/10F | TGAGCTGACTTTACTTTCTCTAGGTGC

F11_8/9/10R | CCCTTCTGTGGCTATAACTGACAGT 60 751
F11_11F AAGATGTAGGAAGCTGCTCATC

F11_11R ATGAACTAATAAAAACAGCCGTG 55 208
F11-intM-F | GATAATCGCTTGAACTTGGG

F11-intM-R | CCCCAACGCATTCCGCATTC 58 392
F11_14F TATGGTTATTCTACAAACGAAC

F11_14R CAATTTGCATATATTCCATTGG 52 220
F11_15F GAAGCGTCTGAGTTGATCTG

F11_15R AGCAAATCCTGGGTCCTTCA 52 257

TH: Temperatura de hibridacién.

#en pares de bases

4.5. Secuenciacion del gen F11 mediante NGS.

La totalidad del gen F11 (30019 pb) se amplificaron con 93 amplicones (Tabla 5) y se

secuenciaron en un equipo PGM (lon Torrent, Life Technologies).
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Tabla 5.

Cebadores empleados para la generacion de los 93 amplicones.

Tamaiio
Amplicon Cebador F Cebador R (pb)
1 CTTGCAGTTGGAAGAATAAGACACTTTTC GGTATCCTGAGTGAGATCTACTGTAATCAT 233
2 ATTGGAATGCTTAATGCGTTGGG CTGCTTTTTAAAATGCATTAAGCGGC 374
3 AGGTGCATTATGTTTATACCGTTTTGTTTC GCTTGAGTGACAGGAGTGAAAATAATAGAA 301
4 TTGTATAGCTAACAGGCTAAACAGAAACA CCTATTCACTCTTGGCAGTGTTTCT 352
5 TGTCTCCTTAAAACATCTGAGAGTGGAT CAAGAAATCAGTGTCATGGTAAAATGAAGA 244
6 TGTCACCACATAGCTTTCAATCTGT TGCTCAATAAATATTTTCCATGGCCAGA 373
7 CTGCCTATGTGAACACATTTCTTTTGT TCACAGCAGCAGCTTGTCTTAG 352
8 CATATGCCTGCCTTCCAAAGGA TACATGACTTGACAGGGCAGAAAAG 158
9 AGGTCAGCTAGAATTAATGGTTAACAGC GCTGCAATTCTTAATAAGGGTGCTTTT 373
10 AGTAAACATGTGAGTGTAGGTATCTTTGTG GCTCTTTCTGTTCCTGGTTCAATTATTTT 223
11 TGTCTGATTTAGCTTTGTAGAGATGTTCC GATACATTAATCGATTGTCTTGGTCACCTA 256
12 GGCTTCTGCAGAGCTGTAAGAG GGCATAAATGGTGTGGGATTCTC 365
13 ATCTTGATTTGCCTCACTAATTAGTTGGT GCTATTTTTCTAAAGGAATGCTTCAGCTTT 299
14 CAGCTCATAATTTCAATTTTCTCTGTGACA GCAAATTGTTGTTATACTGTGTTGTTTCG 307
15 AGCCAATCCCTCATAGATATCAAGGAAT CCTTAAAATTTGTTGAGCCTTGTTTCAGA 126
16 CAACTTAAGTGCTAAGAAATTAGAAGGCA GGTGTCAAGATTACCCTGACCTTATAAAAT 134
17 GGAAAGCAGGAACTCACACAGATATA GTCTTGATGAAATTGACTACCCTAAGTACC 295
18 GTTGCACAGCAATGTAAATACCCTTAG TCCAGTCAAGAGTAAATGGAAATAATGGG 350
19 CGTCAATATACAACAGCAAGCACTT TCAATATGCCACTAGATGGGAGGAT 370
20 CGCATGTGCACATGAGAGAGA TGTTCTATATTTAATAATGCGGAGTGGGC 343
21 CCACCTGAGGCTGTTCATTCAATA GTCTCCTCGATGTAGAAACATAAGCATTTA 370
22 AAACATTTCACACTTTGCTTTTCTATCGAT GGATAGTGCATGCTGAAGTATTTAGGG 287
23 CTTACCAAGAGTCACTCACTGCAT CCTGCTCTAGGTTCTGGAATAGTAAATTTT 215
24 CCCTCCAACACACTGTAAAAACCT GAAAAATGAACAAATTAGCTGGGAATGTTG 291
25 GCCCAGTCGAAATTCTTTATTAAACGT GGCAATGACCTAAGCAACTGTC 337
26 CATTCGAGTGGTCGATGAAAAACAG AAGGGCACTGACAATCATACCAAT 293
27 AAGTCATTAAAAGTAAGAAGGACTTAGCC TGACTTCTCAAGCCCTTCTCATTTTT 351
28 TCAGAAACAGCATGGAAAATTTCTTTGATT GGAATAGCAAGCTGGGCATAGT 374
29 TAAGTCAGCTTTAAAACCTGGCTTGTA CTCTCATCTCCACTCTGGTCCAATA 358
30 TGACACATTTATACACCTGGCATTTCT GGTCTCATTAGGAAATGCCAGTTGT 365
31 GTTACAATAAAAATCCAACCAGCAGTGT GCAGATAATCTGACACAGAATGTTTTTGTG 346
32 TCGGCACCATTCTGTTGTCTTT ACGCAGCTATTCCCTTTCACATTAG 372
33 CCTTTATGACGCTTCCCACCTT AGGATGAGAGAAGGAGTTCGGAA 177
34 AATTTCAGGACCCACACAGATGTT CTTGTTGACAGTTTGGGATTCTCTG 374
35 GCTGGAGTTTCTCATTCACTGGA CCTGAGTTACAGAGACTTTATAATCAAGCT 280
36 CTCCATCATTGGAAACCAGTGGAT TATGCTCTTGCAGGGAATAACATGAAG 329
37 GCGTGTGTGTTTAAATACAGAAAGTGG ACCTAAGTAAGGAATCCAATGTGAGGA 374
38 GAGTTCCCGTTACCTGTCACAT CATTGTGAAGTGTGTGGCTGTTTAATT 359
39 GAATTTTATCCGGAAAGTTGTCTCCAATG ATCCAACTCACTTTGATCCTGCA 368
40 AGCACTTTTCAGTAAATGTTCTAGCCT GGTGGTGGTTGGGTACCTATAATC 372
41 CCCTCTGTCCTGCAAACACAAT TGCTCAAACAAACTACAACGATCATAGAA 352
42 CTCATGTAAAAAGTCTTATCCTGCTCCAT TGCTTTCTGTTCACTCCTCTTTGT 316
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56

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

CCGTCGCGCAGCTTGTATTA
TGGGCTTTCAGTGTAGCCAAATA
AGTCAAATTCAGAAGAGAGGTTTATGTGG
TTAAATAAAACTAAAAATTCACCTTCCCAGCTG
ATATATGTGGCCCAGCACCAC
ATGTTTATGTGTATTGTGTATGGTTATTCTACA
AAAAATGAGAAGGGCTTGAGAAGTCA
GCTGATGGAGATAGGGAGCATG
CTGGGAGTGTTGAAAGGAAGGAA
GAAAACAAACTGTCACAAGTTGTTATGTC
TCACAAAAGAACAAATACTGTGGGATCT
CTACATTCACAGGCATTTATGTAGCAC
TCATTCAGAGGAGGATGAAGACCAT
GCAGTCTGTTTAATGCTTACTGGAGAT
AGAGGGAAATCACACTGCAATCTC
AGGTATTGTTTAGTTCCATGACCATTCTT
GTTCCACATCCATGGATTTAAACAACAT
GTATTTATAATCACCGTGAATGGGAGCTA
ACACATATTTGAGAGGTCAACATAACCC
CTTTCCCAAGGGATTGAGAATAGGA
ACAGCCTCCAACAGGTAATTTTTCAA
GGGTGAGGATGTGTGTTATCACA
GCGGAATCACCATCTGAGGATC
ACCACCAAAACCGCAATGTTTG
AAAAACAGGTTTACTTGTGTCCTGAAA
TTCCCAGCCTAAAATCTTAAATGAAAGTCT
AGGTGGGTGAAAAAGTTGAAAGGAT
CGCTACACTTTTAAATTGGCACTTTTG
TCATGACAACTAAAAGACAATTCAGTCCA
ACTATGCCCAGCTTGCTATTCC
GGGATACCATTTAGTGAACTAAATCGACA
AGAAGGGAGAACATTCAGGAAATAACAA
ACACTCCTGTTATCAAGGCCAGTA
GAAGTAACAATCCTGCCTCGTGAT
TAACTAGGTTTTTACTGCGCTGTATTTGAT
CGTTCTCACCTCAGTTGCTGTTAG
CCTGAGTCAAAGTCCCTGAAAAGT
AGTCAATTCCATTTTTCATGTGCATGT
CTTCCCATTTAACCGCATTCACA
ATAAAATACAGAACGAGTTCGGTATGCA
TACCTAAATGTCCATCATTGGCAGAAA
GGGATGAAGGATTGAAGGTTAGAACAAT
TGTTGTTATATGTGCTCCATCCTAGAAATG
GCCGCTTAATGCATTTTAAAAAGC
GCGTTTTAACATTGGATTTTAACATTCTGC
TCGACTTCTTGATGATGTAATTCAACCAT
ATGGGACACCACGCCCAGTAAT

AAAAAGAGTCCTCGGTAATGTTGG
CTAAATAAAGTGTACACAGGCACAGAGA
CTGCACCCAGCCAGTTTTATTTAAT
TTGCTCTATTGTCAGTCTTCCTAGTATCT
TCGTTTGTAGAATAACCATACACAATACACATA
CCCAACGCATTAAGCATTCCA
TGTGCTTCAGTAGACAAATGTTACTGAATA
AAAAATCACACTTGATGAATTGTATAGTTGTT
AGAAAGAGCTTTGCTCTTTTTAATGCG
TTCTGAAAATCTGCCATTAAATGCAATCAA
CCATGTAGCCATCTTGAGTGTACA
GGACCTGTTGGTAAAATGCAACC
GTTGTTCCACATTTCCTCTCAGATTAGTTA
GAGCATTCCTTAGTGTGACTGTGT
GTGTGTATGTTCCATTGAACTGACTG
TGTAGTTATTGGGTCCAGTGTTCAAAAT
TTCCATGTGCATGTATAAAGGACCTAAAT
GTGTGTCTTCCATTTAATTAATTTCTGCGA
GTTAGTGTGAATAATGCTGCTATGAGATG
AGTGTCAGTAAAAACTAGTTCATCTGCTTT
TACTAGCTGGGCATGGTTGTTTC
TGAATTTGGAAATCAAGGCAATAAACACTT
AGAAGTTCCAGTTTGTTGAGAAGCA
GGTGGACTGTTTAAAATGTTTTAAACCTGA
GGGAAGTGAGGTAGTAAGATATGTCTTTCT
CACTTCAACCTTTATATTTGCTCCTTTCAA
GCATAAAGTTGATGGCAAAAGCTTTTTAGT
TCTGTTGATTCCAGATAAATGCAGTTTACT
AGGGACAGCAACCTTAGCTAGT
TGAGGGCTCTGAGAGTTCCAAT
AGTATCAGCTGTATATTGGTGACACCTA
TCTACAACAAATTAGCCGAGTGTTGT
TGACTATGCTCAGAAATTGGCCA
GCTAAGTGTCCCTTCTAACGCTT
ATTCATTTTGGAGGGCCATCTATTCT
CCTGTGTAGCTTTCAAAATGCAGAT
CGTGTTAGAAATGCACATTCTTCAGC
GGTACTGACCCATAGAAACAGTGAG
GTGCTACAGGCACACAAAACACCAT
TGACAGAAACTAGGCTTTCTGCTAC
GGCCGTAAGTCTAGTAGTGTTAAACATTTT
CAGTCACCCAGCAATCAGTGTATATT
CTAACTGGAATGACTTCCCAAGAAAGT
GCTCGTGATGCCTACCAGAT
GCGCCTGGCTAAGTCCTTC
CTGTCTGCAAACACCGTATTAGG
TGAGGCAGGAGAAATTATCTAATGGGA

367
140
367
373
373
256
299
333
374
372
253
268
277
368
315
367
346
359
374
299
353
355
372
291
343
370
344
374
279
127
366
374
342
359
366
374
331
358
354
318
373
358
303
309
287
369
315



90 CAACTCTCTGAGTCTCCAATAGCTT GGTACATAGCCAAAGGAAAAGAAAGAAAA
91 TTTATTAAAATTAAATAAAACTGGCTGGGTGCA CACTTGAAATGTGGCTAACACAGC

92 CTGACATGTGGTCTGCTGTCTAG

GTTTGAAGAAAGCTTTAAGTAACACTTGC

93 AGACATGAGTTTTGTGTTGTTGTTGTTT GTGGTGCTGGGCCACATATA

366
370
304
347

pb: pares de bases

5. Genotipado de alteraciones genéticas mediante sondas.

La tabla 6 muestra las alteraciones genéticas que en este estudio se

genotiparon empleando un equipo de PCR en tiempo real (Sistema LightCycler ® 480,

Roche). Todas las sondas Tagman® fueron de Applied-Biosystem, Life Technologies. Las

sondas de disefio propio fueron sintetizadas por Sigma-Aldrich (St Louis, MO).

En todos los casos, el reactivo empleado para el genotipado fue Premix Ex Taq

™ (Probe gPCR) de Takara Bio inc.

Tabla 6. Alteraciones genéticas genotipadas con diferentes sondas.

Alteracion genética Gen

Sonda

c.166 T>C (p.C56R) Fi1
rs121965069
c.1613 C>T (p.P538L) Fi1

rs139695003

¢.1247G>A (p.C416Y) F11
c.-4 C>T: rs1801020 Fi12
c.1601G>A: rs6025 F5
c.*97G>A: rs1799963 F2

Tagman: C_27531184 10

Tagman: C_170166878_10

5 [6FAM]GACACCTGTGTGGAGGCT[BHQ1]3’

5'[HEX]GACACCTGTATGGAGGCT[BHQ1]3
Tagman: C_1989313 20

Tagman C_11975250 10

Tagman C_876802_20

6. Analisis de grandes deleciones o inserciones en el gen F11 mediante “Multiplex

Ligation-Dependent Probe Amplification” (MLPA)
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Para el paciente en el que no se detectaron ninguna alteracidn genética en los exones
y/o regiones flanqueantes del gen F11 mediante secuenciacién de Sanger o NGS, se
procedié a analizar grandes alteraciones genéticas mediante MLPA. Para ello se
empled el kit Salsa MLPA P440 F10+F11 probemix (MRC Holland, Amsterdam,
Netherlands) que evalla conjuntamente todos los exones de dos genes: F10 y F11.

Para el analisis de datos se utilizé el soporte informatico Coffalyser.Net.

7. Confirmacion de la insercion mediante PCR

La validacion de la insercion de 1653 pb que incluye al exén 8 y 9 del F11 detectada
mediante MLPA y NGS se realizéo empleando los oligonucledtidos 4F y 5R (Tabla 1) con
el objetivo de realizar una amplificacién extensa (desde el inicio del exdén 4 hasta el
final del exdn 5). Para ello, en la PCR se emplea una Taqg polimerasa estandar y una
ADN polimerasa con actividad exonucleasa 3 5° (Herculase Enhanced DNA
Polymerase, Agilent Technologies) con la que se consigue mayor rendimiento con una
menor tasa de error. Las condiciones de amplificacion son las mismas que las descritas
previamente con la peculiaridad de que se aumenta el tiempo de extensién a 3

minutos y el de extension final a 6 minutos.

El producto de esta PCR se secuencia por el método de Sanger empleando el
oligonucleétido de secuencia F: 5'-GCCTCGGCCTTCCAGAGT-3' para la regién de la
insercion aguas arriba y los oligonucledtidos 8-9-10 F (Tabla 2) y un oligonucleétido

especifico del exdn 9: 9-intF GTCACGAGGCCTGCCAGAA para la regidn aguas abajo.

8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd usando el paquete de software SPSS. En cuanto al
manejo de las variables continuas se comprobd la normalidad de su distribucién
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si la distribucidon de los datos es normal,
la mayoria en nuestro estudio, los datos se presentan como media + desviacidon

estandar. Si la variable continua tiene distribucién no normal, se expresan como
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mediana (P25-P75). Posteriormente hemos hecho un estudio analitico para comparar
los resultados de los grupos a estudio. Para variables cualitativas por variables
continuas con “n” (sujetos a estudio) > 30 y distribucién normal se han usado test
paramétricos, esto es, se ha obtenido la t de student si la variable cualitativa es
dicotdmica o la ANOVA si la variable cualitativa presenta mas de dos categorias. Para
variables cualitativas por variables continuas con n< 30 o distribucién no considerada
normal se han aplicado test no paramétricos, como el test de U-Mann Whitney, si se
trata de muestras independientes de sujetos, o test de Wilcoxon, en el caso de que se
trate de la misma muestra de sujetos a la que se aplica diferentes pruebas. Para
variables cualitativas por variables cualitativas con n > 30 o distribucion normal se ha

aplicado el test de Chi-cuadrado (x?).

Se han considerado significativas desde el punto de vista estadistico las diferencias

|II

resultantes de los test comparativos cuando el valor de la “p bilateral” es inferior a

0.05.
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RESULTADOS

Poblacidn de estudio e identificacidon de los pacientes con deficiencia de FXI.

El estudio se realizd en el area de Salud del Hospital Comarcal Virgen del Castillo de
Yecla, area que engloba una poblacién de unos 60.000 habitantes (Principalmente de

Yecla y Jumilla).

En 20 afios (1995-2014) se realizaron 324.764 pruebas de TTPa a 51.366 pacientes. Los
estudios se realizaron en plasma citratado de una muestra recién extraida al paciente.
Para realizar los TTPa en un primer momento se utilizé como reactivo activador de la
ruta de contacto SynthAFax (Instrumentation Laboratory, Italia). Este reactivo contiene
cefalina de cerebro bovino como fuente de fosfolipidos, y acido eldgico como agente
activador del FXIl. Desde 2012 en adelante, el reactivo empleado fue SynthASil
(Instrumentation Laboratory, Italia), en el que se emplea una mezcla de fosfolipidos
sintéticos vy silica micronizada como activador del FXII. En todos los casos se empleé el
plasma de calibracion Hemosil y cloruro célcico 0.02 M (Instrumentation Laboratory,
Italia). Los ensayos se realizaron en primer lugar en un coaguldmetro automatico ACL
6000 y posteriormente en ACL Advance y en ACL TOP 500 (Instrumentation

Laboratory, Italia).

Del total de pacientes analizados, se seleccionaron 1.700 que presentaron un TTPa
prolongado, con ratio superior a 1,3. Descartados los que no se confirmaron, los
anticoagulados y los que tenian anticoagulante Iupico, al resto les realizamos estudio
de los factores de la via intrinseca con plasmas deficientes (Instrumentation
Laboratory, Italia), empleando los sistemas de activacion y coaguldmetros automaticos
indicados anteriormente. Este estudio mostré que 44 casos presentaban un potencial
déficit de FXI (Tabla 7). La forma de sustentar dicha deficiencia fue realizar una
segunda determinacién del FXI:C que confirmara la deficiencia (valores de FXI:C <
70%). Ademas, en la mayoria de los casos (N= 41), también se realizaron estudios
familiares que permitieron identificar al menos un familiar que también presentaba

deficiencia de FXI.
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Tabla 7. Caracteristicas demograficas, genéticas y analiticas del los 44 casos indices

incluidos en este estudio.

Caso Edad Sexo TTPar FEXI:C Defecto genético en F11. Estatus Tipo def

%

P2 45 M 191 3 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Homocigosis

P4 53 M 130 41 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P6 52 V 135 30 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P8 43 \Y 136 41 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P10 51 \Y 133 40 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P12 57 \Y 130 44 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-
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Heterocigosis

P14 44 M 132 37 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

PI6 32 M 136 34 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

PI8 58 M 150 42 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P20 68 \Y 130 40 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P22 52 VvV 143 58 CM020681 (p.Cys56Arg) CRM-

Heterocigosis

P24 25 V162 28 CMO053240 (p.Cys416Tyr) CRM-

Heterocigosis

P26 43 V. 133 34 CM053240 (p.Cys416Tyr) CRM-
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Heterocigosis

P28 8 M 165 37 CM053240 (p.Cys416Tyr) CRM-

Heterocigosis

P30 47 M 236 3 CM002953 (p.Lys536Asn) CRM- & CRM+

Nueva mutacidn (p.Cys599Tyr)

Heterocigosis compuesta

P32 88 M 1.35 59 CMO051916 (p.Pro538Leu) CRM+
Heterocigosis

P34 44 M 139 41 CM051917 (p.Glu565Lys) CRM-

Heterocigosis

P36 32 \Y 130 45 CM051917 (p.Glu565Lys) CRM-

Heterocigosis

P38 72 M 148 63 CM051917 (p.Glu565Lys) CRM-

Heterocigosis
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P40 42 v 135 47 CM950373 (p.Thr322lle) CRM-
Heterocigosis

P41 60 Y 1.45 37 CS081910 (c.325G>A) CRM-
Heterocigosis

P42 69 M 1.49 35 CMO035499 (p.Arg268Cys) CRM-
Heterocigosis

P43 53 Vv 1.32 43 Nueva mutacién (p.lle592Thr) CRM-

Heterocigosis

P44 32 Vv 1.51 45 Nueva alteracién (Insercion 1653 CRM-
pb exones 8 & 9)

Heterocigosis

TTPa r: TTPa ratio. V: Varon. M: Mujer. Def: Deficiencia

Caracterizacion molecular de la deficiencia de FXI en nuestra serie.

El estudio molecular de la serie se inicidé en un caso indice con deficiencia severa de
FXI, P1 (FXI:C: 1%). Para ello, los 15 exones y regiones flanqueantes del gen F11 se
amplificaron en 13 amplicones. Los productos de PCR se secuenciaron, comparandose
los resultados con la secuencia de referencia. El estudio objetivé la presencia de una
mutacion puntual en homocigosis, en el exdn 3, c.166 T>C, responsable del cambio
p.Cys56Arg (p.Cys38Arg en la proteina madura una vez eliminado el péptido sefial de
18 aminoacidos). La validacién de este resultado se realizdé con dos aproximaciones. En
primer lugar, la mutacién se verificd en una nueva amplificacién y secuenciacion del
exon 3 del paciente, y en segundo lugar, se identificd la misma mutacion en familiares
con moderada reduccién de los niveles de FXI en plasma (Figura 7). Esta mutacion ha

sido previamente descrita asociada a la deficiencia de FXI (CM020681) [102].

Como se describe en el trabajo que identificd esta mutacidn, los portadores presentan
reducidos niveles de FXI circulante (Figura 7). De hecho, el residuo mutado se localiza
en el dominio Ap1l y esta implicado en la formacién del puente disulfuro Cys50-Cys56,
uno de los tres puentes disfulfuro conservados que son responsables del correcto

plegamiento de los dominios Ap. Por ello, la proteina mutada se sintetiza en células
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BHK pero no se secreta [102]. Todos estos datos confirman que esta mutacién

provoque una deficiencia CRM-.

50%

A) ‘L B) J

e CAN NWANNAN

c/T T /\/\ \ /\ s L 145%
p.Cys56Arg 1553& si'u% 39% 38% % 35% 7%

C) Plasma Miembros de lafamiliade P1 P1

Depl 39% 38% 145%66% 35% 36% 37% 1%

Figura 7: Identificacion de la alteracién molecular y caracterizacion de la deficiencia de FXI en
P1. A) Electroferograma de parte de la secuencia del exon 3 que incluye la mutacidon puntual
c.166 C>T (flecha roja), responsable del cambio p.Cys56Arg. Se muestra la secuencia
identificada en un sujeto homocigoto normal (C/C), un heterocigoto (C/T) y un homocigoto
(T/T) para la mutacién. B) Arbol genealdgico de la familia de P1 (marcado con una flecha negra).
Las caracteristicas genéticas de cada sujeto estudiado se indican con simbolos vacios
(Homocigoto normal), semi-llenos (Heterocigoto) o llenos (Homocigoto mutado). Los niveles de
FXI:C de los familiares estudiados también se indican. C) FXI plasmatico en miembros
representativos de la familia de P1, un sujeto control (Cont )y un plasma deplecionado de FXI
(Plasma depl FXI; IL). El FXI se identifico tras separacidn electroforética del plasma en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en condiciones no reductoras y
posterior identificacion mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano. Las
caracteristicas genéticas y los niveles de FXI:C de cada sujeto también se indican.

El hecho de que esta mutacidn haya sido descrita previamente en alta frecuencia en
otra poblacién (Vasco-Francesa) [102], y el haberla identificado en homocigosis en uno

de los pacientes de nuestra serie, nos llevd a plantear que la mutacién p.Cys56Arg
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pudiera ser frecuente en nuestra poblacion de estudio. Para comprobar esta hipdtesis,
disefiamos sondas Tagman® que permitieran el genotipado rapido y econdmico de la

mutacion p.Cys56Arg.

Como se muestra en la Figura 8, este ensayo permitia genotipar de forma correcta esta

mutacion en los miembros de la familia de P1.

L T/T

3 10% e Cc/T

= c/c

* A ‘.‘14‘ 1“ &
ol . 5ol ~ o g alint aanl
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1 000
Fluorescence (K351

p.Cys56Arg

Figura 8: Genotipado de la mutacion c.166 T>C (p.Cys56Arg) mediante sondas Tagman®.
Se muestra la distribucién de los tres genotipos identificados en el estudio: homocigoto
normal (azul C/C) heterocigoto (rojo C/T) y homocigoto mutado (verde T/T).

Con este método, se genotiparon los 43 casos indices del resto de las familias con
deficiencia de FXI. Asi, se identificé la mutacién ¢.166 T>C (p.Cys56Arg) en 22 casos
adicionales (P2-P23), incluyendo un segundo paciente con deficiencia severa P2, en el

que la mutacién también se encontraba en homocigosis (Tabla 7).

En todos los casos, la mutacién del caso indice fue verificada mediante secuenciacion y

validada en la mayor parte de los casos en estudios familiares, encontrando un tercer
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caso homocigoto para esta mutacién con deficiencia severa de FXI, hermano de P2

(Tabla 8).

Tabla 8. Nimero de portadores de cada una de las alteraciones del F11 identificadas en
nuestro estudio. La variabilidad analitica en la ratio del TTPa (TTPar) y el FXI:C de
cada grupo de sujetos también se indica.

Alteracion Estatus N  Familias TTPar FXl:c

F11 genético MediatDE MediatDE
(rango) (rango)

p.C56R Homocigosis 3 2 2.50+0.65 (1.91-  2.3+1.2 (1-3)
3.19)

Heterocigosis 105 23 1.35+0.12 (1.10-  42.1+10.1

1.73) (21-68)

p.C416Y Heterocigosis 19 7 1.37+0.15 (1.01- 39.7+14.4
1.65) (22-72)

p.C56R & Heterocigosis 1 1 2.99 2

p.C416Y compuesta

p.E565K Heterocigosis 27 6 1.37+0.13 (1.11-  46.6%13.9
1.66) (28-95)

p.P538L Homocigosis 4 1 1.59+0.15 (1.49- 1755 (11-
1.81) 23)

Heterocigosis 32 2 1.31+0.12 (1.00-  51.6+9.1 (34-

1.58) 67)

p.K536N &  Heterocigosis 2 1 2.38+0.03 (2.36-  2.5+0.7 (2-3)

p.C599Y compuesta 2.40)

p.K536N Heterocigosis 1 1 1.32 22

p.C599Y Heterocigosis 1 1 1.14 47

p.T3221 Heterocigosis 3 1 1.27+0.08 (1.20-  58.3+10.0
1.35) (47-66)

p.R268C Heterocigosis 2 1 1.48+0.01 (1.47-  37.8+4.0 (35-
1.49) 41)

CS081910 Heterocigosis 4 1 1.37£0.07(1.31-  50.0+10.9
1.45) (37-59)

p.1426T Heterocigosis 4 1 1.42+0.14 (1.24-  32.3+4.8 (28-
1.56) 39)

p.1592T Heterocigosis 1 1 1.32 43

Duplicacién  Heterocigosis 5 1 1.44+0.09 (1.35-  44.3+4.2 (40-
1.55) 50)
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Destacamos que el paciente P3, también con deficiencia severa de FXI (2%),

presentaba la mutacién c.166 T>C (p.Cys56Arg) en heterocigosis, lo que sugeria la

existencia de una segunda mutacion en heterocigosis compuesta. La busqueda de esta

segunda mutacidn se abordd de nuevo mediante secuenciacién del resto del gen. Este

estudio identificé una segunda mutacién, también en heterocigosis en el exén 11, el

cambio c.1247 G>A, responsable de la sustitucion p.Cys416Tyr (Figura 9). La mutacién

fue validada en estudios familiares, identificdndose en heterocigosis en tres familiares

(Figura 9).

A) ¢

G/A

)

B)

I N

54%

:

G/G} hil it | W i | .
p.Cys416Tyr 7% 1% 3% 8%
C)

Miembros de lafamilia de P3
Cont P3 Cont

100% Plasma 2%  38% 33% 53% 84% 100%
/- Depl +/- 4/~ - /- [~ /-
-/- FXL 4/-  of- </~ 4/~ [~ -

--.‘“

p.Cys56Arg
p.Cys416Tyr

Figura 9. Identificacion de la mutacion c.1247 C>T (p.Cys416Tyr). A) Electroferograma de parte de la
secuencia del exon 11 que incluye la mutacion puntual c¢.1247 G>A (flecha roja), responsable del
cambio p.Cys416Tyr. Se muestra la secuencia identificada en un sujeto homocigoto normal (G/G) y
un sujeto heterocigoto (G/A). B) Arbol genealdgico de la familia de P3 (marcado con una flecha
negra). Las caracteristicas genéticas de cada sujeto estudiado se indican con simbolos vacios
(Homocigoto normal), semi-llenos (Heterocigoto) para las dos mutaciones identificadas en esta
familia: p.Cys56Arg (negro) y p.Cys416Tyr (azul). ND: No determinados. C) FXI plasmatico en
miembros representativos de la familia de P3, sujetos controles (Cont ) y un plasma deplecionado de
FXI (Plasma depl FXI; IL). El FXI se identificé tras separacién electroforética del plasma en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) sin agentes reductores y posterior
identificacion mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano. Las caracteristicas
genéticas y los niveles de FXI:C de cada sujeto también se indican.

71




Esta mutacidn, p.Cys416Tyr, ya habia sido descrita en 9 pacientes con deficiencia de
FXI, dos de ellos portugueses (CM053240): dos homocigotos, dos heterocigotos
compuestos y 5 heterocigotos [1]. El cambio p.Cys416Tyr afecta a otro puente
disulfuro (el que une Cys416 y Cys432) [83] y parece que permite la formacion de
dimeros intracelulares, aunque estos tienen una secrecidon reducida. Por ello esta
mutacion tiene un efecto dominante negativo sobre la secreciéon de la proteina
silvestre [83], lo que justificaria el tipo CRM- que también observamos en la familia
afectada (Figura 9). Como la familia que presentaba esta mutacién tenia un apellido
que era relativamente frecuente en los casos restantes con deficiencia de FXI,
decidimos desarrollar de nuevo un método de genotipado del cambio c.1247 G>A
(p.Cys416Tyr) basado en sondas Tagman®. Como se observa en la Figura 10, este

método conseguia genotipar de forma correcta esta mutacion.
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Figura 10. Genotipado de la mutacidn c.1247 C>T (p.Cys416Tyr) mediante sonda Tagman®.
Se muestra la distribucion de los dos genotipos identificados en el estudio: homocigoto
normal (azul C/C) y heterocigoto (rojo C/T).
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Aplicando este método a los 21 casos restantes, con deficiencia de FXI en los que no se
habia descrito la mutacion p.Cys56Arg, descubrimos que 6 pacientes (P24-P29)
presentaban la mutacion p.Cys416Tyr en heterocigosis, todos con deficiencia

moderada de FXI (Tabla 1).

El estudio molecular de los casos restantes continué con el cuarto paciente con
deficiencia severa, P30 (1%). Como se muestra en la Figura 11, P30 presentaba dos
mutaciones en heterocigosis compuesta confirmada mediante estudios familiares
(Figura 11). De hecho, el hermano de P30 también con deficiencia severa de FXI, era
portador de las dos mutaciones, mientras que cada progenitor solo presentaba una. La
primera, una mutacién puntual en el exén 14 c.1608 G>C, provocaba el cambio
p.Lys536Asn. Esta mutacidn ya se habia descrito en tres pacientes portugueses con
deficiencia de FXI, dos en heterocigosis compuesta y uno en heterocigosis (CM002953)
[187]. En nuestro caso era de origen materno (Figura 11). La Lys536 forma parte del
motivo LxxxxxPxxxxxxC (x-es cualquier aminodcido) que aparece en diferentes
subfamilias de serin proteasas. Aunque este motivo esta altamente conservado en FXI
y PK (86% de identidad de secuencia), el residuo Lys536 no esta conservado. Sin
embargo, se trata de un residuo muy conservado filogenéticamente (en el FXI de
humanos, ratones y ovejas), lo que sugiere que es un aminoacido especifico de FXI. Un
modelo molecular de FXI predice que las cadenas laterales de este residuo se localizan
en la superficie de la molécula, formando posiblemente puentes de hidrégeno con
Trp515. La sustitucion de la carga positiva de la lisina por la asparragina (mas pequena
y neutral) podria interferir con el plegamiento y/o secrecion de la molécula de FXI
explicando los niveles bajos de FXI en plasma que detectamos en los portadores de la
familia analizada (Figura 11). No obstante, no se puede descartar que la vida media del
FXI variante pudiera ser mucho mas corta [187]. Independientemente del mecanismo
implicado, la mutacidon p.Lys538Asn causa una deficiencia CRM-, aparentemente
subtipo 3 (Figura 11). La segunda mutacion de P30, localizada en el exén 15 ¢.1796
G>A, provocaria el cambio p.Cys599Tyr vy es de origen paterno. Esta segunda mutacién
no se ha descrito previamente en pacientes con deficiencia de FXI, pero afecta a una
cisteina implicada en un puente disulfuro (Cys571-Cys599) localizado en el dominio

catalitico del FXla y muy cercano al tercer aminoacido de la triada catalitica del FXla
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(Ser575). Por ello, esta mutacion podria interferir con la actividad catalitica del FXla

[97], y por tanto podria esperarse que la mutacidn p.Cys599Tyr se asociara con una

deficiencia de FXI CRM+. De hecho, los portadores de la mutacidon en heterocigosis

compuesta presentan trazas detectables de FXI en plasma con practica ausencia de

actividad funcional, y el padre presenta niveles antigénicos completamente normales,

con una actividad coagulante (FXI:C) moderada (47%) (Figura 11).
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+/- -/- +/- +/- -/- p.Lys536Asn

Figura 11. Identificacion de las mutaciones c.1608 G>C (p.Lys536Asn) y c.1796 G>A
(p.Cys599Tyr) presentes en P30. A) Electroferogramas de parte de la secuencia del exon
14 que incluye la mutacién puntual ¢.1608 G>C (flecha roja), responsable del cambio
p.Lys536Asn y del exon 15 que incluye la mutacién puntual c.1796 G>A (flecha roja),
responsable del cambio p.Cys599Tyr. B) Arbol genealdgico de la familia de P30 (marcado
con una flecha negra). Las caracteristicas genéticas de cada sujeto estudiado se indican
con simbolos vacios (Homocigoto normal), semi-llenos (Heterocigoto) para las dos
mutaciones identificadas en esta familia: p.Cys599tyr (azul) y p.Lys536Asn (negro). C) FXI
plasmatico en miembros representativos de la familia de P30, un control (Cont) y un
plasma de in paciente homocigoto para la mutacién p.Cys56Arg. El FXI se identificé tras
separacion electroforética del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), en condiciones no reductoras, y posterior identificacion
mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano. Las caracteristicas
genéticas y los niveles de FXI:C de cada sujeto también se indican.
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El ultimo caso con sospecha de deficiencia severa de FXI, P31 el primer paciente identificado

en este estudio, tenia la caracteristica de contar en su familia con otros cuatro miembros q

ue

también presentaban niveles bajos de FXI (11-23%). La secuenciacién del F11 revel6 que P31

presentaba una mutacién en homocigosis afectando al exén 14: ¢.1613 C>T (Figura 12).
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Figura 12. Identificacion de la alteracién molecular y caracterizacion de la deficiencia de
FXI en P31. A) Electroferograma de parte de la secuencia del exon 14 que incluye la
mutacion puntual ¢.1613 C>T (flecha roja), responsable del cambio p.P538L. Se muestra la
secuencia identificada en un sujeto homocigoto normal (C/C) y un homocigoto (T/T) para
la mutacién. B) Arbol genealdgico de la familia de P5 (marcado con una flecha negra). Las
caracteristicas genéticas de cada sujeto estudiado se indican con simbolos vacios
(Homocigoto normal), semi-llenos (Heterocigoto) o llenos (Homocigoto mutado). C) FXI
plasmatico en P31, dos sujetos controles (C) y un paciente heterocigoto para la mutacién
p.C419Y. D) FXIl y FXI plasmatico en un sujeto control (C) y el paciente P31 (P) en
condiciones normales y tratado con una mezcla de cefalina/kaolina (Cef/Kaol) que activa al
FXII. Las formas activadas de FXIl y FXla se muestran con una flecha roja, mientras que las
formas no activadas se muestran con una flecha negra. Las dos proteinas se identificaron
tras separacion electroforética del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en condiciones no reductoras para el FXI y reductoras para
el FXIl y posterior identificacion mediante Western blot empleando anticuerpos
especificos.
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Esta mutacion provoca el cambio p.Pro538Leu, una mutacidon ya descrita en 7 pacientes
ingleses y franceses con deficiencia de FXI, uno de ellos en heterocigosis compuesta y el resto
en heterocigosis (CM051916) [188]. Estudios preliminares sugieren que la proteina mutada
con Leu538 se expresa correctamente por las células 293 pero tiene modesta actividad
catalitica en ensayos funcionales. La base del defecto catalitico que provoca el cambio
p.Pro538Leu se explica por la importancia que el residuo Pro538 tiene en el mantenimiento de

la conformacidn normal del sitio activo del FXla [116].

De hecho, la Pro538 esta conservada en FX y FVII, y su mutacidn en cualquiera de estas dos
proteasas causa fenotipos tipo Il [83], CRM+ para el FXI. Nosotros confirmamos este tipo de
deficiencia en el paciente P31 (Figura 12). Al disponer de pacientes homocigotos para esta
mutacion pudimos aportar un nuevo dato relacionado con esta mutacion. El cambio

p.Pro538Leu hace que la variante no se active correctamente por el FXlla (Figura 12).

El genotipado de la mutaciéon en la familia afectada se realizd de nuevo con una sonda

Tagman® (Figura 13).
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Figura 13. Genotipado de la mutacién c.1613 C>T (p.Pro538Leu) mediante sonda
Tagman®. Se muestra la distribucion de los tres genotipos identificados en el estudio:
homocigoto normal (verde C/C), heterocigoto (rojo C/T) y homocigoto mutado (azul T/T).
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En los restantes 13 casos identificados con deficiencia de FXI (P32-P44), la busqueda
del defecto molecular responsable se realiz6 mediante secuenciacidén de los exones y

regiones flanqueantes del gen F11 y en un caso mediante NGS.

En primer lugar, destacamos que el paciente P32 también presentaba la mutacién

CMO051916; p.Pro538Leu, en heterocigosis (Tabla 7).

Pero el hecho mas destacable es la identificacion de |la mutacidon c.1693 G>A en el exdn

15 y que provoca el cambio p.Glu565Lys en 6 pacientes de nuestra serie (P33-P38),

todos en heterocigosis. (Figura 14).

A) B)

p.Glu565Lys +/-

Control

p.Glu565Lys

Figura 14. Identificacion de la mutacion c.1693 G>A (p.Glu565Lys) presente en los pacientes
P33-P38. A) Electroferograma de parte de la secuencia del exon 15 que incluye la mutacién
puntual ¢.1693 G>A (flecha roja), responsable del cambio p.Glu565Lys. B) FXI plasmatico en un
portador representativo de esta mutacion y un control. El FXI se identificd tras separaciéon
electroforética del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), en condiciones no reductoras, y posterior identificacidn mediante Western blot

empleando el anticuerpo anti-FXI humano.

Esta mutacién ya habia sido descrita previamente, también en heterocigosis, en 4
pacientes de diferente razas con deficiencia de FXI, uno en heterocigosis compuesta y
tres en heterocigosis (CM051917) [188]. De esta variante disponemos de poca

informacién bioquimica. Se localiza en el dominio serin proteasa, y parece que
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condiciona una deficiencia CRM-, resultados que nuestro estudio confirma en las 6
familias en las que se ha identificado y sugiere un subtipo 3 por el bajo nivel de FXI:C

en portadores heterocigotos (Tabla 2; Figura 14).

En los pacientes P39-P43, se identific6 una mutacion diferente en cada caso
potencialmente responsable de la deficiencia de FXI, en todos los casos en

heterocigosis.

P39 presentaba la mutacion c.1277 T>C en el exén 11, responsable del cambio

p.lled26Thr (Figura 15).
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Figura 15. Identificaciéon de la mutacion ¢.1277 T>C (p.lle426Thr) en P39. A) Electroferograma
(secuencia reversa) de parte de la secuencia del exon 11 que incluye la mutacidn puntual c.1277
T>C (flecha roja), responsable del cambio p.lle426Thr. Se muestra la secuencia identificada en un
sujeto heterocigoto. B) Arbol genealdgico de la familia de P39 (marcado con una flecha negra).
Las caracteristicas genéticas de cada sujeto estudiado se indican con simbolos vacios
(Homocigoto normal), semi-llenos (Heterocigoto) para la mutacion p.lle426Thr identificada en
esta familia. Los valores de FXI:C de cada caso estudiado también se indican. C) FXI plasmatico
en miembros representativos de la familia de P39, sujetos controles (Cont ) y un plasma de un
sujeto heterocigoto para la mutacion p.Cys56Arg. El FXI se identificé tras separacion del plasma
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en condiciones no
reductoras, y posterior identificacion mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI
humano. Las caracteristicas genéticas y los niveles de FXI:C de cada sujeto también se indican.




Esta mutacidn no estd descrita en las bases de datos de deficiencia de FXI. La
validaciéon de esta mutacién, y su asociaciéon con la deficiencia de FXI se realizé
mediante su estudio en los 7 familiares disponibles (Figura 15). Todos los casos con
deficiencia (N= 4) eran portadores de esta mutacién, mientras que los no deficientes
(N= 3) carecian de esta mutacién (Figura 15). La mutacién provoca el cambio de un
residuo apolar por otro polar, localizado en el dominio serin proteasa. Una mutacién
adyacente (p.Thr428lle) provoca tanto defectos de plegamiento como funcionales
[83]. Este hecho es compatible con los resultados antigénicos observados en los

portadores de esta mutacidn (Figura 15) y sugiere que da lugar a una deficiencia CRM-.

P40 presentaba la mutacién c.966 C>T en el exdn 9, responsable del cambio
p.Thr322lle (Figura 16). Esta mutacidon estd descrita en las bases de datos de
deficiencia de FXI (CM950373/rs281875269) [91]. La mutacion se ha identificado en
dos pacientes, uno francés en homocigosis [189] y otro inglés, en heterocigosis [190].
La mutacidon afecta al dominio Ap4, y su expresion recombinante se asocia con
reduccion de la secrecion y por tanto con deficiencia CRM- [91], resultado que

confirmamos en nuestro caso gracias a los estudios mediante Western Blot (Figura 16).

A)

J
NN

p.Thr322lle

Figura 16. Identificacion de la mutacidn ¢.966 C>T (p.Thr322lle) presente en el paciente P40. A)
Electroferograma (secuencia reversa) de parte de la secuencia del exon 9 que incluye la
mutacion puntual ¢.966 C>T (flecha roja), responsable del cambio p.Thr322lle. B) FXI plasmatico
en el portador de esta mutacién y un control. El FXI se identificé tras separacién electroforética
del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en
condiciones no reductoras y posterior identificacion mediante Western blot empleando el
anticuerpo anti-FXI humano.
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P41 presentaba una mutacion que afecta al ultimo nucleétido del exén 4 ¢.325 G>A
(Figura 17) ya descrita previamente en heterocigosis compuesta en un paciente inglés
con deficiencia de FXI [111]. Este cambio no tiene como consecuencia ningin cambio
de aminoacido (si se atendiera exclusivamente a la secuencia primaria, deberia
provocar un cambio p.Ala91Thr), ya que elimina la secuencia donadora de
procesamiento de intrones y altera el correcto procesamiento de exones (en inglés
“exon skipping”) (CS081910), lo que justifica la ausencia de proteina mutada en plasma

(CRM-) tal y como observamos en el estudio de Western blot (Figura 17).

A)
CS081910
Secdonadora B
n [\
A / H. I|" | .'II I".I [ I||'
/ 1 f ."-. _:' \/ f
Exond [Intron 4 ey
B)
C)
Human Splicing Finder <
UIZ9CD Nuevo sitio Variacion ° 6
Sitio Motivo X Wild Type | Variante o o
- splice (%) = o
Splice S 5
(W] (%]
I Aceptor | acaccaaataagceg ‘acaccaaataagCA‘ 66.06 | 65.89 -0.26
Nuevo sitio
| Aceptor | ccaaataagcggta |ccaaataagcaglA | 45.85 | 74.8 +63.14 - ——
Aceptor | ataagcggtaagat | ataagcagtaagAT 67.41 67.47 +0.09

| Donador | gcggtaaga | GCAgtaaga ‘ 91.15 | 80.58

Figura 17. Identificacion de la mutacidn c.325 G>A (CS081910) presente en el paciente P41. A)
Electroferograma de parte de la secuencia del exon 4 que incluye la mutacién puntual c.325 G>A
(flecha roja), responsable del la ruptura de la secuencia donadora de procesamiento (marcada
con la linea azul). El limite exon-intrén 4 también se indica. B) Efecto de la mutacién sobre las
secuencia donadora del exon 4 de acuerdo con las predicciones del software Human Splicing
Finder (HSF). C) FXI plasmatico en el portador de esta mutacion y un control. El FXI se identificd
tras separacién electroforética del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) sin agentes reductores y posterior identificacion mediante
Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano.
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P42 presentaba la mutacion c.802 C>T en el exdn 8, responsable del cambio
p.Arg268Cys (+/-) (Figura 18). Esta mutacion estd descrita en las bases de datos de
deficiencia de FXI (CM035499) [108] y se identificd previamente en 4 pacientes (dos
ingleses), en dos casos en homocigosis y en dos casos en heterocigosis [190]. Esta
mutacion afecta al dominio Ap3, pero hay escasa informacidn de las consecuencias

gue tiene. En nuestro caso presentaba reducidos niveles circulantes de FXI (CRM-)

(Figura 18).

2
=z

<
p.Arg268Cys

Control

[ ] W L
p.Arg268Cys

Figura 18. Identificacion de la mutacion c.802 C>T (p.Arg268Cys) presente en el paciente P42.
A) Electroferograma de parte de la secuencia del exon 8 que incluye la mutacién puntual c.802
C>T (flecha roja), responsable del cambio p.Arg268Cys. B) FXI plasmatico en el portador de esta
mutacion y un control. El FXI se identificd tras separacidn electroforética del plasma en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en condiciones no reductoras, y
posterior identificacion mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano.

En P43 la mutacion ya se identifico empleando metodologia NGS. En el exdn 15 este
paciente presentaba la mutacidon ¢.1775 T>C en heterocigosis, que fue verificada

mediante secuenciacién clasica (Figura 19). Esta mutacién no ha sido descrita

81



previamente en ningun paciente con deficiencia de FXI, pero se encuentra muy
cercana a la identificada en un paciente con una deficiencia CRM+, ¢.1778C>T
(p.Thr593Met: CM042343) [103], que afecta al dominio catalitico [115]. Sin embargo,
los niveles de FXI que hemos observado en plasma del sujeto portador P43 son
claramente inferiores a los controles lo que sugiere una deficiencia CRM- (Figura 19).
Desgraciadamente no disponemos de familiares para verificar la asociacion de la

mutacion con la deficiencia de FXl y el tipo de deficiencia asociada.

£
A) B) 8 3
Q@ T
o S
i Aﬂz ¢A \/& A
p.11e592Thr

Figura 19. Deficiencia de FXI identificada en P43. A) Electroferograma de parte de la secuencia
del exon 15 que incluye la mutacion c.1775 T>C (flecha roja), responsable del cambio
p.1le592Thr. B) FXI plasmatico en el portador de esta mutacidn y un control. El FXI se identificé
tras separacién electroforética del plasma en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y con sin agentes reductores y posterior identificacién mediante
Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI humano.

El caso P44 es excepcional ya que no presentaba ninguna mutacién en los 15 exones y
regiones flanqueantes de F11 secuenciados con los oligonucleotidos disefiados en este
estudio. La base congénita de la deficiencia de FXI de P44 fue confirmada con el
estudio familiar, ya que 5 miembros de su familia, tanto con métodos coagulométricos
(FXI:C) como inmunolégicos (Western Blot) presentaban deficiencia de FXI y en todos

los casos CRM- (Figura 20).
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45%'\ 41% p.Cys56Arg
P44 -2 -3 -2 -1 -4 1-2 Paa +/++/- C
75% 40% 50% 46% —
-1 12 13 -4 e e

Figura 20. Deficiencia de FXI identificada en P44 y sus familiares. A) Arbol genealégico de P44
(flecha). La presencia de deficiencia de FXI se muestra con simbolos rellenos. Los niveles de FXI:C

de cada familiar se indican . B) FXI plasmatico en P44 los miembros de su familia, controles (C) y

portadores homocigoto y heterocigoto de la mutacién p.Cys56Arg. FXI se identificé tras

separacion electroforética en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) y posterior identificacion mediante Western blot empleando el anticuerpo anti-FXI

humano.

La busqueda de la alteracién genética de este paciente se abordd inicialmente

mediante MLPA, buscando grandes deleciones que justificasen la deficiencia CRM-.

Aunque la prueba se repitié dos veces, el resultado no era concluyente pero sugeria

una duplicacion de los exones 8 y 9 (Figura 21).
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Control

Figura 21. Deteccion mediante MLPA de la duplicacion de los exones 8 y 9 del F11 en
heterocigosis en el paciente P44.

La secuenciaciéon masiva realizada en una plataforma de Illumina (Hospital Sant Pau,
Barcelona), mostré una insercion de 1648 pb en el intrén 4 que contiene los exones 8 y

parte del 9. La realizacion de una PCR extensa empleando oligonucleétidos
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flanqueantes de esta insercion (F11-4F y F11-5R) confirma la existencia de la misma en

el probando y también en heterocigosis en los familiares afectos (Figura 22).

I3 15 16
F11-5R

Eivr—

Miembros de la familia de P19

M P44 3 u2 1111 -4 112 C

3500pb
3000pb
2500pb

2000pb

1500pb

45 50 40 75 46 41 100 FXi:C

cada sujeto también se muestran.

Figura 22. PCR extensa generada con los oligonucleétidos F11-4F y F11-5R que flanquean al
exon 4 y 5. El producto de <1500 pb corresponde al alelo normal, mientras que el de =3200 pb
en el paciente P44 corresponde al alelo con la duplicacion de los exones 8 y 9. Todos los
familiares con deficiencia de FXI presentaban la duplicacién. M: Marcador de tamafio. C:
control. La numeracion de los familiares es la indicada en la figura 14. Los niveles de FXI:C de

La purificacién del amplicon de mayor tamafio y su posterior secuenciacion utilizando
los oligonucledtidos internos (F11-8F, F11-9F y F11-in4F) mostré una arquitectura
alélica que se resume esquematicamente en la figura 23. Brevemente, a 616 pb del
inicio del intron 4 se integra parte del intron 7, continuado del exoén 8, el intron 8 y 54
pb del exdn 9 en secuencia silvestre. Llamativamente, tras este fragmento del exén 9
se identifican 191 pb del intréon 7, y tras una guanina que se inserta en el punto de

ruptura, continua el intrédn 4 que se inicia con una secuencia de 8 pb que es idéntica a
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la que finaliza en el punto de ruptura anterior (Figura 23) para continuar con la

arquitectura normal del F11 (Figura 23).

Secuencia silvestre

3 Al I5 1

F4 ES F6 Ady

E7 B8 1S po & gpp 1L

15
Secuencia mutada

—

13 14 17 7 15 7
1™ — ._II o4 : B —— E7 4

Tnsercitn (1648ph)

Figura 23. Representacion esquematica de la estructura génica (exones 4-10 ) del F11 en P44.
Un alelo tiene la configuracion silvestre mientras que el segundo presenta una duplicacién no
perfecta de los exones 8 y 9. E: Exon; I: intrén. Los triangulos rojos representan secuencias Alu.
La linea amarilla corresponde a la secuencia de 8pb que se repite al inicio y final de la zona

insertada.

Estudios familiares

Con la finalidad de incrementar el niumero de portadores de las mutaciones
identificadas y poder caracterizar mejor la deficiencia de FXI, tanto desde el punto de
vista analitico y diagndstico como desde el punto de vista clinico, nuestro proyecto
también incluyé 170 familiares de los 44 casos indices. En total, el estudio incluyé 214

sujetos con deficiencia de FXI.

Como ya se indicd, nuestro estudio identificd 4 mutaciones recurrentes en al menos
dos familias en principio no relacionadas. La mutacidn mas prevalente, p.Cys56Arg, se
encontrdé en 3 homocigotos de dos familias y 105 heterocigotos de 23 familias (Tabla
2). La mutacidn p.Cys416Tyr se detectd en heterocigosis en 20 casos de 7 familias (un
caso en heterocigosis compuesta p.Cys56Arg& p.Cys416Tyr) (Tabla 8). La mutacion

p.Glu565Lys se detectd en heterocigosis en 27 casos pertenecientes a 6 familias (Tabla
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8). Finalmente, la mutacion p.Pro538Leu se identific6 en 4 homocigotos y 32

heterocigotos de dos familias (Tabla 8).

El resultado mas relevante de este estudio familiar es la heterogeneidad que existe en
los portadores de cada mutacién para las dos pruebas que se emplean en el
diagndstico de la deficiencia de FXI, la ratio del TTPa y el FXI:C. Esta heterogeneidad
fue especialmente relevante para las mutaciones recurrentes, de las que tenemos mas

portadores (Tabla 8). Este tema lo abordaremos mas adelante.

La recogida de muestras de familiares permitid realizar, como veremos
posteriormente, estudios de haplotipos que permiten evaluar el efecto fundacional de

las mutaciones recurrentes.

Finalmente, la recogida de un elevado niumero de pacientes con deficiencia de FXI nos

permitio analizar las implicaciones clinicas de este desorden.

Estudio de haplotipos. Identificacion de mutaciones fundadoras

Con la finalidad de sustentar un efecto fundador para las cuatro mutaciones
recurrentes identificadas en nuestro estudio, realizamos un estudio del haplotipo
asociado con cada mutacion en los casos homocigotos y en los casos heterocigotos de

cada familia portadora de cada una de las mutaciones recurrentes.

El primer estudio, centrado en la mutacién p.Cys56Arg, la mas frecuente de nuestro
estudio, se realizé mediante secuenciacidon Sanger de las regiones que contenian las
variantes marcadoras del haplotipo asociado con la mutacién descrita en poblacién
vasco-francesa y que permitié definir el efecto fundador de esta mutacion en esa
poblacién [102]. De esta forma, secuenciamos los intrones 1, 5, y 13 ademas de los
exones 5, 8, 9 11, y 15 en dos sujetos homocigotos de dos familias en principio no
relacionadas. Identificamos 13 marcadores polimorficos, incluidos 7 de los indicados
por Zivelin y col. [102]. El resultado fue que los homocigotos de nuestro estudio
comparten el mismo haplotipo entre si y coincide plenamente con el descrito por
Zivelin (Figura 24), confirmando que la mutacion p.Cys56Arg identificada en Yecla tiene
el mismo origen que la descrita en poblacién vasco-francesa.
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PosiciénF11 rs Locgen MAF Zivelin Familial Familia 2
c.-23 C/T - I-1 ND C c/c c/c
c.-1-229T/C 4253398 I-1 0.28 - c/C c/C
c.-1-149G>T 200009304 I-1 ND - G/G G/G
c.-1-149 -1-148insAT 35709976  I-1 0.10 - AT/AT AT/AT
c.-1-138A>C 3822057 -1 0.48 A A/A A/A
c.429C>T 5973 E-S5 0.03 C c/C c/C
c.486-431G>A 2055916 |5 0.49 A A/A A/A
c.486-361C>T 4253413 I-5 0.29 - T/T T/T
c.801A>G 5974 E-8 0.18 A A/A A/A
¢.1194T>C 5970 E-11 0.17 T T/T T/T
¢.1580-93_1580-92insAT 377566180 [-13 ND 9 9/9 9/9
c.1815G>T 5971 E-15 0.05 G G/G G/G
c.1842G>A 5976 E-15 0.05 G G/G G/G

Figura 24. Haplotipo de la mutacién p.Cys56Arg identificado por Zivelin y col. (negrita) y el
detectado mediante secuenciacion de Sanger en 2 de los pacientes homocigotos de nuestra
serie pertenecientes a dos familias no relacionadas. I: Intron; E: Exon. ND: No determinada.

El estudio de haplotipos de las mutaciones recurrentes identificadas en nuestro
estudio se completod secuenciando el gen F11 (NM_008051.1) en 95 deficientes de FXI
mediante la tecnologia de secuenciacién masiva empleando una plataforma lon
Torrent. La distribucion de portadores y el estatus genético para cada mutacion se

recoge en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas genéticas y procedencia de los casos con deficiencia de FXI en los que
se ha secuenciado el gen F11 completo mediante NGS para determinacion del haplotipo
asociado con cada mutacion.

Mutacion N° de Potadores Portadores
Familias Homocigotos Heterocigotos
p.Cys416Tyr 6 - 16
p.Glu565Lys 6 - 14
p.Cys56Arg 19 3 27
p.Pro538Leu 2 3 32
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Las variantes genéticas informativas y presentes en los portadores de cada una de las 4

mutaciones sirvieron para definir el haplotipo asociado con cada mutacién, y se

resumen en las Tablas 10-13. Los resultados muestran que cada mutacidon recurrente

comparte el mismo haplotipo, apoyando la existencia de un efecto fundacional.

Tabla 10. Haplotipo de la mutacion p.Cys416Tyr.

Var Coordenada  Gen Loc HGVSc HGVSp dbSNP ID ersl‘l’é‘ae’z;:ﬁ
ASAIT  chr4:187190285  het  Intron2  c.55+1940T>A rs925452 1
T>T/A  chr4:187193308  het  Intron3  c.218+383A>T rs4253407 13
ASAIT  chr4:187195551  het  Intron4 c.323+1222T>A rs1593 10
G>G/A chr4:187199497  het  Intron7 c.203-1669A>G rs4253418 2
G>G/A chr4:187204937  het  Intron 10 c.974-309A>G rs4253421 7
G>GIA chra:187205357  het  Exon1l  c.1247G>A  p.Cys416Tyr NA 0
C>CIT  chr4:187205929  het  Intron 12 c.1142+515T>C rs4253425 7

Var: Variante; Gen: Genotipo; Het: Heterocigoto; Loc: localizacidn gen F11; ID: n? identificacion.

* Frecuencia alélica recogida de los datos de 1000 genomas, Abril 2012 version 3 (www.1000
genomes.org) [Abecasis GR, Auton A, Brooks LD, DePristo MA, Durbin RM, Handsaker RE, et
al. An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature. 2012;491: 56—

65].

Tabla 11. Haplotipo de la mutacion p.Glu565Lys.

Frecuencia
Var Coordenada Gen Loc HGVSc HGVSp dbSNP ID )

Alélica (%)*
A>AIG chr4:187189326 het Intron 2 €.55+981A>G rs4253403 2
A>A/T  chr4:187195551 het Intron4  ¢.323+1222T>A rs1593 10
A>AIG chr4:187204937 het Intron 11 ¢.974-309A>G rs4253421 8
C>C/T chr4:187205929 het Intron 12  ¢.1142+515T>C rs4253425 7
G>G/A Chr4:187208954 het Exon 14 €.1693G>A p.Glu565Lys NA 0

65].

Var: Variante; Gen: Genotipo; Het: Heterocigoto; Loc: localizacidn gen F11; ID: n? identificacion.

* Frecuencia alélica recogida de los datos de 1000 genomas, Abril 2012 version 3 (www.1000
genomes.org) [Abecasis GR, Auton A, Brooks LD, DePristo MA, Durbin RM, Handsaker RE, et
al. An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature. 2012;491: 56—

89




Tabla 12. Haplotipo de la mutacion p.Cys56Arg.

Var  Coordenada Q'f;fjor Loc HGVSC HGVSp dbSNP ID E{gﬁé‘:r(‘;)'ﬁ
T>T/C chr4:187188061 C Intron 1 c.-1-229T7>C rs4253398 21
A>A/G chr4:187190810 G Intron2  ¢.56-1953A>G rs4253405 30
T>T/C chr4:187192873 C Exon 3 c.166T>C p.Cys56Arg rs121965069 0
C>C/T chr4:187194685 T Intron4  ¢.323+356C>T rs4253409 25
G>G/A chr4:187196510 A Intron 5 €.324-431G>A rs2055916 44
C>C/T chr4:187196580 T Intron 6 €.324-361C>T rs4253413 25
C>C/T chr4:187197994 T Intron 7 €.202+450C>T rs4253416 24
T>T/C  chr4:187199005 C Intron 7  ¢.202+1461T>C rs4253417 30
C>C/A chr4:187206249 A Intron 12 ¢.1143-543C>A rs3756011 33
C>C/T chr4:187207381 T Intron 12 ¢.1319-188C>T rs2289252 33

Var: Variante; Loc: localizacion gen F11; ID: n? identificacion.

* Frecuencia alélica recogida de los datos de 1000 genomas, Abril 2012 versién 3 (www.1000

genomes.org) [Abecasis GR, Auton A, Brooks LD, DePristo MA, Durbin RM, Handsaker RE, et
al. An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature. 2012;491: 56—

65].

Tabla 13. Haplotipo de la mutacién p.Pro538Leu

Var Coordenada Q'é’;gor Loc HGVSc HGVSp dbSNP ID E{gﬁé’:?‘;}'ﬁ
C>C/A chr4:187202125 A Intron 8  ¢.582+391C>A rs4253846 8
G>G/A chr4:187202977 A Intron 10  ¢.583-112G>A rs3775306 8
C>C/T chr4:187204447 T Intron 11  ¢.974-799C>T rs12498667 8
T>T/A  chr4:187204525 A Intron 11 ¢.974-721T>A rs12503530 8
C>C/T chr4:187207354 T Intron 13 ¢.1319-215C>T rs2289251 8
G>G/T chr4:187207535 T Intron 13 ¢.1319-34G>T 1s2289253 9
C>C/A chr4:187207715 A Intron 13 ¢.1414+51C>A rs2289254 8
C>C/T chr4:187208874 T Exon 14 c.1613C>T p.Pro538Leu rs139695003 0
A>A/G  chr4:187209559 G Intron 14 ¢.1555-48A>G rs5966 9
G>G/T chr4:187209702 T Exon 15 €.1812G>T rs5971 9
G>G/A ¢chr4:187209729 A Exon 15 c.1677G>A rs5976 6
G>G/C chr4:187210064 C 3'UTR €.*296G>C rs4253430 37
A>AIT  chr4:187210247 T 3'UTR C.*479A>T rs1062547 37
C>C/T chr4:187210870 T 3 NA rs4253433 37
C>CI/T chr4:187210990 T 3 NA 1s4253434 37

Var: Variante; Loc: localizacion gen F11; ID: n? identificacion.

* Frecuencia alélica recogida de los datos de 1000 genomas, Abril 2012 versién 3 (www.1000

genomes.org) [Abecasis GR, Auton A, Brooks LD, DePristo MA, Durbin RM, Handsaker RE, et
al. An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature. 2012;491: 56—

65].
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Poblacion general

La prevalencia en la poblacion general de la mutacidon mas recurrente identificada en
nuestro estudio p.Cys56Arg se realizé empleando las sondas Tagman de genotipado en

500 donantes de sangre de tres puntos diferentes de Regién de Murcia (Figura 25).
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Figura 25. Poblaciones en las que se estudid la prevalencia de la mutacion p.Cys56Arg del
F11, la mas frecuente identificada en los sujetos con deficiencia de FXI de Yecla. La figura
también muestra el nimero de donantes de sangre estudiados en cada poblacion.

De los 150 donantes de sangre que participaron en dos colectas realizadas en Yecla,
(poblacién interior del Noreste de la Regiéon de Murcia) 2 casos presentaron la
mutacion p.Cys56Arg en heterocigosis (1,3%). Sin embargo, ninguno de los 50
donantes de San Pedro del Pinatar (poblacidon costera de la Regidon de Murcia) o los
300 de Murcia capital presentaron esta mutacion. No detectamos ningun portador de

las mutaciones p.Cys416Tyr ni p.Pro538Leu entre los donantes de sangre analizados.

Pruebas diagndsticas.

Dos han sido las aproximaciones experimentales que hemos abordado en este

proyecto relacionadas con aspectos diagndsticos de la deficiencia de FXI.
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a) TTPa como método de cribado para la deficiencia de FXI.

Nuestro proyecto se sustentd en la identificacion de pacientes con deficiencia de FXI
basada en una prolongacion del TTPa, dado que este método de estudio de la
coagulacion se aplica practicamente en todas las pruebas pre-quirurgicas y se solicita
de forma rutinaria en un porcentaje elevado de analiticas generales. Ademas, este
método es sensible a alteraciones que afecten a los elementos de la ruta de contacto
de la coagulacion, ya que se basa precisamente en la activaciéon de la coagulacién
mediada por esta ruta. De hecho, es el método que ha permitido diagnosticar gran

parte de los déficits de FXI descritos en la bibliografia.

Como ya se ha indicado, todos los casos indice se seleccionaron por presentar un TTPa

prolongado (ratio > 1,3) (Tabla 7).

Del primer andlisis en los 214 casos con deficiencia de FXI se comprobd que la
prolongacion del TTPa dependia de forma significativa de los niveles de FXI, dado que
en los casos con deficiencia severa (FXI:C< 20%) la prolongacién del TTPa es mas
notoria que en los casos con deficiencia moderada o leve: ratio 2,23+0,60 vs.
1,35+0,13; respectivamente (p< 0,01). De hecho, observamos una correlacién negativa

entre los valores de la ratio del TTPa y el FXI:C (p<0,000 Rho de Spearman: -0,387)

(Figura 26).
y=-32,12x+ 87,11
R*=0,327
Rho Spearman=-0,387
120 P<0,000
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Figura 26. Correlacion entre los valores de FXl:c y ratio del TTPa en toda nuestra serie.
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Destacamos que el parametro definido para la inclusién de casos con deficiencia de
FXI, el TTPa prolongado, resultaba poco especifico. De hecho, 54 pacientes con
demostrada deficiencia de FXI por estudios moleculares, presentaban un TTPa normal
(ratio< 1,3). En otras palabras, el 25,2% de los pacientes con deficiencia de FXI de
nuestra serie no se habrian identificado en base al resultado del TTPa. Este resultado
muestra claramente que el TTPa no es un fiable para el diagndstico preciso de la
deficiencia de FXI, especialmente en sujetos con deficiencia leve/moderada. Esta
limitaciéon diagnodstica fue especialmente destacable para los portadores del la
mutacion p.Pro538Leu, pues hasta el 34,4% de los pacientes con esta mutacién
presentaban una ratio de TTPa < 1,3 (Figura 27), porcentaje menor para los portadores
heterocigotos del resto de mutaciones recurrentes: 27.6% para los portadores de la
mutacion p.Cys56Arg; 25,9% para la mutaciéon p.Glu565Lys y solo un 15,8% para la
mutacion p.Cys416Tyr (Figura 27), posiblemente reflejando la severidad de la

deficiencia asociada con estas mutaciones (Tabla 8 y Figura 27).

%
heterocigotos
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70 -
60
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W TTParr<1.3
40
EmTTPa:r21.3
30
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0 T - ;
p.P538L p.C56R p.E565K p.C416Y
11/21 29/76 7/20 3/16
FXI:C51.6 FXl:C42.1 FX1:C46.6 FXI1:C39.7

Figura 27. Proporcion de casos heterocigotos para las mutaciones mas recurrentes de
nuestro estudio que presentan una ratio del TTPa < 1.3. Los valores medios de FXI:C
observados en cada grupo también se indican.
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Varias pueden ser las causas que justifiquen este resultado, desde la variabilidad en los

niveles de fibrindgeno u otras proteinas procoagulantes y anticoagulantes, a factores

adquiridos que interfieran en dicha prueba. Entre todos los potenciales candidatos, los

niveles de FXIl nos parecié que podria ser un elemento relevante por tres razones:

1)

2)

3)

La primera por ser el primer elemento activado en la ruta de contacto y por

tanto el que mayor peso puede tener en el TTPa.

En segundo lugar por existir en la poblacién Caucasiana un polimorfismo
frecuente, rs1801020 (MAF: 0.345) que al afectar a la secuencia Kozak del gen
F12 (c.-4 C>T) que codifica para el FXII, tiene un significativo efecto sobre los
niveles de FXIl en circulacion [191,192]. Asi, los sujetos con el genotipo
homocigoto silvestre (C/C, que en poblacidon murciana suponen un 68%)
presentan mas del doble de FXIl en plasma que los sujetos homocigotos
mutados (T/T que representan al 4% de nuestra poblacion), presentando los

heterocigotos (C/T) valores intermedios [193].

Pero sobre todo el estudio del FXIl y del polimorfismo rs1801020 en los
pacientes de nuestra serie con deficiencia de FXI nos parecié relevante porque
nuestro grupo ya demostrd en poblacion general (de hecho el estudio se realizd
en nifios, en los que la influencia de factores externos es menos importante),
gue este polimorfismo afectaba de forma significativa al TTPa, retrasando este
tiempo de coagulacion en los sujetos portadores de la variante asociada con

menores niveles de FXII [194].

Por esta razén, genotipamos el polimorfismo rs1801020 del F12 en los pacientes con

deficiencia de FXI identificados en nuestro estudio. El estudio se realiz6 empleando

una sonda Tagman que permitia un genotipado inequivoco de este polimorfismo

(Figura 28).
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Figura 28. Genotipado del polimorfismo rs1801020 c. -4 C>T del gen F12 mediante sonda
Tagman®. Se muestra la distribucion de los tres genotipos identificados en el estudio:
homocigoto normal (verde C/C) heterocigoto (rojo C/T) y homocigoto mutado (azul T/T).

Las prevalencias de cada genotipo obviamente se encuentran sesgadas por tratarse de
un estudio de familiares, y por tanto no pueden compararse con la prevalencia de este
polimorfismo en la poblacién general. No obstante, el efecto funcional de este
polimorfismo era el descrito y por ello, los portadores del alelo T en nuestra serie

presentaban menores niveles de FXIl en plasma que los portadores del genotipo

FXII:C
(%)
150 -

100 -
50 - i = EXII:C
0 [ [ |

C/C C/T T/T

Figura 29. Niveles de FXII (FXII:C) en pacientes con deficiencia heterocigota de FXI
dependiendo del polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12.

95




ancestral (C/C) (Figura 29).

Cuando analizamos el papel de este polimorfismo en el TTPa que presentan los
pacientes con deficiencia de FXI, observamos que la presencia del alelo mutado del F12
(T) se asociaba con una prolongacion estadisticamente significativa del TTPa, tanto en
tiempos absolutos como en el valor de la ratio (p< 0,05 en los dos casos) (Figura 30).
Este estudio se realizd exclusivamente en los sujetos heterocigotos, ya que la
deficiencia severa de FXI| causada por alteraciones en homocigosis o heterocigosis

compuesta tenia un peso especifico per se en ese parametro como ya hemos

comentado.
A) B)
TTPa TTPa
(seg) (ratio)
46 - 1,6
a4 - 1,5
42
1,4
40
38 - 13
36 - 1,2
c/c C/T+T/T c/c C/T+T/T
Figura 30. TTPa en segundos (A) o ratio (B) en pacientes con deficiencia heterocigota de
FXI dependiendo del polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12.

Sin embargo, el polimorfismo rs1801020 del F12 no tenia efectos significativos sobre
los niveles de FXI:C (Figura 31), puesto que para esta prueba, el plasma del paciente se

diluye en plasma deficiente de FXI que uniforma los niveles de FXII.
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Figura 31. FXI:C en pacientes con deficiencia heterocigota de FXI dependiendo del
polimorfismo rs1801020 c.-4 C>T del F12.

b) Método de cribado de la deficiencia de FXI. Papel de diferentes activadores de la

ruta de contacto

En este apartado quisimos evaluar si el cambio del activador de la ruta de contacto,
disponible en diferentes sistemas comerciales, podria tener influencia en el
diagndstico de la deficiencia de FXI. El objetivo ultimo era disponer de un método
diagndstico mas preciso y especifico. Para ello empleamos dos sistemas comerciales de
la misma empresa (IL): SynthASil™ que emplea silica micronizada, y SynthAFax™ en el
que el activador del FXIl es el acido elagico. El estudio se realizd el mismo dia, con el
mismo lote de reactivos, la misma calibracion y cloruro calcico, y en el mismo
coagulémetro (ACL Top 500 del Servicio de Hematologia y Oncologia Médica del
Hospital Universitario Morales Meseguer) con plasma citratado de 140 pacientes con
deficiencia de FXI, 6 homocigotos, 3 heterocigotos compuestos y 131 heterocigotos
portadores de 42 alteraciones genéticas diferentes. Todas las muestras se habian
procesado en menos de 24 horas tras su extraccion en una muestra diferente de las
gue se utilizaron para su diagndstico (en todos los casos recogidas entre 2015 y 2016),
y el plasma fue congelado en alicuotas a -802C hasta su estudio. Los resultados

observados se resumen en la tabla 14.
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Tabla 14. Comparacidn de los resultados de TTPa (tanto en segundos como en ratio) y
FXI:C obtenidos con SinthASil y SinthAFax en los pacientes con deficiencia de FXI
incluidos en nuestro estudio.

TTPa (segundos) TTPa (ratio) FXI:C (%)

SinthASil  SinthAFax SinthASil SinthAFax SinthASil  SinthAFax

Todos los 44.64+12.75 | 36.40+16.23 | 1.48+0.42 1.60+0.7 40.41£14.9 47.7£12.7
sujetos (29.4-15.9) (26.7-132.6) | (0.98-3.86) | (1.18-5.84) (0.40-73.1) (12.0-83.3)

(n=140)
p <0.01 <0.01 <0.01
Todos los 84.03+25.07 | 87.77+34.27 2.8+0.83 3.86+1.5 4.4515.67 17.93+1.81
homocigotos (47.1-115.9) (43.3-132.6) (1.57-3.8) (1.91-.84) (0.40-12.9) (16-19.6)
(n=9)

p 0.85 0.10 No comparable, error en
SynthAFax para
deficiencia severa

Homacigotos 52.13+5.26 46.66+5.23 1.73+0.17 2.05+0.22 11.96+1.28 | 17.93+1.81
p.P538L (47.10-57.6) (43.3-57.2) (1.57-1.92) | (1.91-2.32) (10.5-12.9) (16-16.9)
(n=3)
p 0.10 0.10 0.10
Homacigotos 99.98+8.88 108.33+18.6( | 3.33+0.29 4.77+0.82 0.7+0.36 ERROR
Severos* (90.4-115.9) 82.2-132.6) (3.01-3.86) | (3.62-5.84) (0.4-1.40)
(n=6)

p 0.34 0.02 No comparable, error en
SynthAFax para
deficiencia severa

Todos los 41.92+4.40 32.85+3.50 1.39+0.14 1.44+0.15 42.82+11.8 48.42+12
heterocigotos (29.40-55.1) (26.7-44.7) (0.98-1.84) | (1.18-1,97) (11.4-73.1) (12-83.3)
(n=131)
p <0.01 <0.01 <0.01
Heterocigoto 41,70£3.31 33,20+3,05 1,38+0.11 1,46+0,13 37,91+8.33 | 44,11+8,87
p.C56R (35,20-51,1) (27,1-42,9) (1,17-1,70) | (1,19-1,89) | (19,7-65,5) (18,3-71)
(n=51)
P <0.01 <0.01 <0.01
Heterocigoto 39,78+4.20 31,08+2,4 1,32+0.14 1,36+0,10 53,73£10.3 | 61,15+9,97
p.P538L (29,4-52,4) (27,6-37,1) (0,98-1,75) | (1,22-1,63) | (31,7-73,1) (44-83,3)
(n=29)

p <0.01 0.01 <0.01
Heterocigoto 42,84+5.42 33,38+4,30 1,42+0.18 1,45+0,18 40.46+11.1 | 40.91+11.3(
p.E565K (36,9-55,1) (26,7-42,3) (1,23-1,84) | (1,18-1,86) (22-70,9) 12-70,2)

(n=19)
p <0.01 0.15 0.04
Heterocigoto 43,58+5.23 34,53+4,63 1.45£0.17 1,52+0,20 42.58+12.0 46.749,81
p.C416Y (35,40-54,3) (29,6-44,7) (1,18-1,81) | (1,30-1,97) (23,9-68,8) (27,5-66,7)
(n=18)
p <0.01 0.01 0.01

98




El primer resultado importante que obtenemos de nuestro estudio es que SynthAFax
genera resultados significativamente mas altos que SinthASil para la ratio del TTPa y

para el FXI:C en pacientes con deficiencia de FXI (p< 0,01 para los dos parametros)

(Figura 32).
TTPa FXI:C
(Ratio) (%)
P<0.01 70 P<0.01 m SynthASil
= 60 B SynthAFax
z 50
15 40
12 30
oR 20
oA 10
o 0
Tadoslos sujelos Todoslos sujetos
Figura 32. Valores del TTPa (ratio) y FXI:C (%) en pacientes con deficiencia FXI
dependiendo del sistema de activacion del FXIl empleado.

Como era esperable, y para ambos sistemas de activacion, los homocigotos y
heterocigotos compuestos presentan TTPa significativamente mas prolongados que los
heterocigotos, con ratios que siempre superan el 2, por lo que su diagnéstico es

sencillo (Figura 33).

TTPa TTPa
(Ratio) (Ratio)
6 = Homociotos +
4 s Heterocigotas
compuestos
3 a m Heterocigotos
2 3
2
1
1
0 0

SynthASil SynthAFax

Figura 33. Valores del TTPa (ratio) en pacientes con deficiencia FXI dependiendo del
sistema de activacion del FXIl empleado y del tipo de deficiencia de FXI.
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Si profundizamos en el grupo de casos con deficiencia severa, observamos diferencias
significativas entre los deficientes severos (homocigotos p.Cys56Arg y heterocigotos
compuestos) respecto a homocigotos p.Pro535Leu. Los primeros presentan ratio de
TTPa mas altas con los dos sistemas y niveles de FXI:C mas bajos con SynthAsil, no

pudiéndose cuantificar si se emplea SynthAFax (Figura 34).

6 p=0,02 70
5 60
p=0,02 s0
st T
E, )
g 239
E, I x p=0,01
I 20 I
1 10 1
Ermror
o ° .
SynthaAsil SynthAFax SynthaAsil SynthAFax

|:] Homocigotos p.P538L
(CRM+)
. Deficientes severos
(homocigotos p.C56R y heterocigotos compuestos)

Figura 34. Valores del TTPa (ratio) y FXI:C (%) en pacientes con deficiencia severa de FXI
dependiendo del sistema de activacion del FXIl empleado y del tipo de deficiencia de FXI.

Pero mucha mas relevancia diagndstica tienen los resultados observados en
heterocigotos, porque estos casos son mucho mas frecuentes en la poblacidén
(recordemos, mas del 1% segun estimamos). En primer lugar destacamos que el
diagndstico de la deficiencia moderada de FXI por el TTPa puede ser complicada,
especialmente si se emplea SynthASil, ya que hasta un 22% de los casos no llamarian la
atencién por tener una ratio < 1,3, porcentaje significativamente menor si se emplea
SynthAFax (12.1%) (Figura 35). También los resultados son diferentes si analizamos el
FXI:C. En este caso con SynthAFax, el nimero de casos con deficiencia molecular que
tendrian niveles dentro del rango de normalidad (FXI:C >70%) llegarian a casi el 6%,

casi el triple que con SynthASil (p< 0.01) (Figura 35).
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A)
TTPa (ratio) FXI:C (%)
1,46 50
1,44
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Figura 35. Efecto del sistema de activacion del FXIl en pacientes con deficiencia
heterocigota de FXI. A) Valores del TTPa (ratio) y FXI:C (%). B) Porcentaje de falsos
negativos identificados en cada prueba y con los dos sistemas de activacion del FXII
empleados.

Si el estudio lo restringimos a los heterocigotos de las 4 mutaciones recurrentes,
observamos que los portadores de la mutacién p.Pro538Leu son los que presentan un
TTPa mas corto con los dos sistemas de activacién y por tanto los que mayor tasa de
falsos negativos daria este método (Figura 36), porque presentan mayores niveles de

FXI:C.
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Figura 36. Efecto de la mutacion sobre el TTPa. A) Valores del TTPa (ratio) en pacientes con
deficiencia heterocigota de FXI y las 4 mutaciones recurrentes identificadas en nuestro
estudio dependiendo del sistema de activacion del FXIl empleado. B) Porcentaje de falsos
negativos identificados con esta y con los dos sistemas de activacion del FXIl empleados.

Por esta misma razén, también los portadores de la mutacidon p.Pro538Leu son
también los que mayor tasa de falsos negativos también presentarian con el método

FXI:C empleando cualquiera de los dos sistemas de activacién del FXII (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de la mutacion sobre el FXI:C. A) Valores del FXI:C (%) en pacientes con
deficiencia heterocigota de FXI y las 4 mutaciones recurrentes identificadas en nuestro
estudio dependiendo del sistema de activacion del FXIl empleado. B) Porcentaje de falsos
negativos identificados con esta y con los dos sistemas de activacion del FXIl empleados.

Finalmente, el peso del polimorfismo del FXIl en el TTPa determinado por los dos

métodos es diferente. Mientras que este polimorfismo retrasaba significativamente el

TTPa (tanto en valores absolutos como en ratio) si se empleaba SynthASil (Tabla 15A),

el polimorfismo funcional del FXII tenia menor efecto si se empleaba SynthAFax (Tabla

15B). Sin embargo, y como se esperaba, este polimorfismo no ejercia ningun efecto

sobre los niveles de FXI:C determinados por cualquiera de los dos métodos (Tabla 15).
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Tabla 15. Comparacidn de los resultados de TTPa (en segundos y ratio), TTPa ratio y
valores de FXI:C (%) obtenidos con SinthASil (A) y SynthAFax (B), segln presenten o

no el polimorfismo rs1801020 del F12.

A)
SinthASIl Genotipo N TTPa TTPa (ratio) | FXI:C (%)
rs1801020 (Segundos)
Todos los CcC 89 | 41.33+4.45 1.37+0.14 42.99+12.70
heterocigotos CT&TT 42 | 43.20+4.05 1.44+0.13 42.46 + 9.65
(n=131)
p 0.02 0.02 0.81
Heterocigoto CcC 36 | 41.23+3.61 1.37+0.12 36.7+8.34
p.C56R CT&TT 15 | 42.82+2.22 1.43+0.07 40.77+7.86
(N=51)

p 0.12 0.11 0.11
Heterocigoto CcC 23 39.2+3.61 1.31+0.12 54.66+10.45
p.P538L CT&TT 6 42.48+6.04 1.42+0.2 50.2+9.71

(n=29)
p 0.38 0.31 0.32
Heterocigoto CC 12 | 42.98+5.16 1.43+£0.17 40.85+11.92
p.E565K CT&TT 7 42.61+6.26 1.42+0.21 39.81+10.55
(n=19)
p 0.86 0.89 1.00
Heterocigoto CcC 11 43.21+5.7 1.44+0.19 41.40+11.99
p.C416Y CT&TT 7 44.17+£4.79 1.47+0.16 44.46+12.78
(n=18)
p 0.55 0.55 0.49
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B)

SynthAFax | Genotipo N TTPa TTPa (ratio) FXI:C (%)
rs1801020 (segundos)
Todos los CcC 89 32.77+3.44 1.44 +0.15 48.60 £ 3.07
heterocigotos | CT&TT 42 33.02 + 3.66 1.45+0.16 48.06 + 9.6
(n=131)
p 0.70 0.67 0.81
Heterocigotos CcC 36 33.4 £3.27 1.47+0.14 42.84 +9.13
p.C56R CT&TT 15 32.7+25 1.44 £0.11 47.15+7.68
(N=51)
p 0.45 0.46 0.11
Heterocigotos CcC 23 31.01 £ 2.25 1.37+0.1 62.3+9.7
p.P538L CT&TT 6 31.4+3.32 1.38+£0.15 56.92 + 9.6
(n=29)
p 0.86 0.83 0.32
Heterocigotos CcC 12 33.20 +4.22 146 +0.18 | 39.95+13.07
p.E565K CT&TT 7 32.74 +5.16 1.44 £0.23 42.55 £ 8.04
(n=19)
p 0.55 0.55 0.42
Heterocigotos CcC 11 34.28 +4.38 1.51+0.19 45.54 + 8.38
p.C416Y Kozak 7 34.94 +5.35 154 £0.24 48.63 £ 2.21
(n=18)
p 0.89 0.92 0.34

Importancia clinica de la deficiencia de FXI

La importancia clinica de la deficiencia de FXI se analizard con dos perspectivas: el

papel que tiene en patologia hemorragica y en patologia trombética.
a) Deficiencia de FXI y riesgo hemorragico.

Existen amplias evidencias del moderado riesgo hemorragico asociado con la
deficiencia de FXI, aunque la mayoria de estudios se han realizado en pacientes con
deficiencia severa y mayoritariamente de poblaciones con una mutacion recurrente

predominante [195,196].
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Nuestro estudio en relacion con el riesgo hemorragico se enfocd con tres perspectivas
diferentes: por una parte estudiar el efecto en el riesgo hemorragico espontaneo o
asociado con situaciones de riesgo; por otra evaluar el beneficio del tratamiento
profilactico del plasma fresco congelado y otras terapias antihemorragicas; vy
finalmente a valorar el efecto del tratamiento anticoagulante con cumarinicos vy

antiagregantes en estos pacientes.
1.- Riesgo hemorragico.

La incidencia de hemorrdgicas espontdneas en nuestra serie de 214 pacientes con
deficiencia de FXI es muy baja. Tan solo 29 casos (13.7%) indicaron eventos
hemorragicos espontaneos, mayoritariamente epistaxis (en 16 de ellos) seguidos de

metrorragias (en 8 casos) (Figura 38).
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Figura 38. Incidencia y tipos de eventos hemorragicos espontaneos en los pacientes con
deficiencia de FXI.
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Es llamativo que solo 2 de los 10 sujetos homocigotos o heterocigotos compuestos y
deficiencia severa (20% de estos casos) presentaron eventos hemorragicos

espontaneos.

Los niveles de FXI no tienen que ver con el riesgo de hemorragia espontdnea ya que los
niveles de FXI:C son similares en los casos que tuvieron hemorragia espontanea
(41,6%13,7%) que en los que no describen eventos hemorragicos espontaneos

(43,0+13,6%).

El papel del grupo ABO en el riesgo hemorragico de los pacientes con deficiencia de FXI
nunca se ha evaluado. Sin embargo, no parece desempefiar un papel relevante de
acuerdo con nuestros resultados ya que el grupo sanguineo 0, asociado con mayor
riesgo hemorragico por tener menores niveles de factor von Willebrand y FVIII [197],
no esta mas representado en el grupo de pacientes con deficiencia de FXI que han
tenido hemorragias, sino que incluso es mas frecuente en los que no las han tenido

(38,5% vs. 54,6%).

Merece la pena destacar la baja incidencia de metrorragias entre las mujeres con
deficiencia de FXI. De las 81 mujeres con deficiencia de FXI incluidas en nuestro estudio

solo 8 reportan metrorragias (10%).

Si analizamos las hemorragias provocadas por situaciones de riesgo, tampoco
observamos una importante incidencia de eventos hemorragicos. Tan solo 28 casos
con deficiencia de FXI presentaron hemorragias en situaciones de riesgo (Figura 39). La
mayor parte de estos eventos se produce tras intervencidon quiridrgica. Doce casos
presentaron hematomas o hemorragias post-quirdrgicas, si bien es un porcentaje bajo
de los 126 casos que han presentado algun tipo de intervencidén quirargica (8,7%),
resultado que se reduce aun mas si atendemos a las 207 intervenciones realizadas en
estos pacientes, ya que supone el 5,8% de complicaciones hemorragicas en
intervenciones quirurgicas de pacientes con deficiencia de FXI. Ademas, las
complicaciones de estos eventos son escasas, ya que solo 3 pacientes precisaron de
terapia transfusional. En un caso fue necesaria re-intervencién por la extension del
hematoma, y solo identificamos un Unico caso con una hemorragia grave: un sujeto

homocigoto para la mutacion p.Pro538Leu que presenté un hemiperitoneo post-
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herniorrafia. Solo un paciente con deficiencia severa de FXI presenté sangrado post
quirargico, pero el sangrado fue moderado. Entre los pacientes que presentaron
hemorragia o hematoma post-quirldrgico, no observamos mayor incidencia de grupo 0,

o una mayor deficiencia de FXI, o un mayor alargamiento del TTPa (Tabla 16).

N¢ Casos

12 -

10 -

Cirugia Exodoncias Partos Traumatismo

Figura 39. Incidencia y tipos de eventos hemorragicos causados por diferentes factores en
los pacientes con deficiencia de FXI.

Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI que han presentado
intervenciones quirdrgicas.

Hemorragia N ABO: FXI:C (%) TTPa (ratio) Trasfusion

0/No0
Si 11 4/6 38.8+18.6 1.54+0.49 3 casos
No 114  46/43 42.9+13.0 1.38+0.24
p 0.525 0.492 0.313

El porcentaje de casos que presentaron hemorragia tras una exodoncia no es alto

(9/77 casos: 11,7%), porcentaje que baja si atendemos al nimero de exodoncias
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realizadas (19 eventos hemorragicos de 181 extracciones documentadas: 10,5% de las
intervenciones). Ninguno de los pardmetros analizados, niveles de FXI (solo hay un
deficiente severo que sangra en estas intervenciones), grupo ABO y TTPa mostraban
relacion con el riesgo hemorragico en pacientes con deficiencia de FXI sometidos a
exodoncias (Tabla 17). Ninguno de los dos casos con extraccién completa de las piezas
dentales presentd hemorragias. Es importante destacar que en ninguno de los casos

con hemorragias tras exodoncia fue preciso realizar ninguna intervencidn adicional.

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI que han presentado
exodoncias

Hemorragia N ABO: FXI:C (%) TTPa (ratio)
0/No0

Si 9 5/4 36.6+£16.4 1.52+0.33

No 68 34/28 42.4+15.1 1.40+0.19

p 0.999 0.339 0.310

50 mujeres, 1 homocigota, otra doble heterocigota y el resto heterocigotas, dieron a
luz en 122 ocasiones, 3 gemelares, y solo en 5 de ellas se presentdé hemorragia
postparto que precisd transfusion de hematies en 2 ocasiones (Figura 39). Es
interesante destacar que dos de los pacientes homocigotos uno tuvo 2 pares de

gemelos y otro gemelos vy trillizos.

Finalmente, dos pacientes presentaron hemorragias post-traumaticas (Figura 39).

2.- Tratamiento profilactico antihemorragico.

Dos han sido los tratamientos de profilaxis antihemorragicas empleados en 64
pacientes con deficiencia de FXI en situaciones de riesgo, amchafibrin (4cido
tranexamico) y plasma fresco congelado. El 4cido tranexamico se aplicd a 6 pacientes,
ninguno con deficiencia severa. En 3 casos se administré antes de exodoncias y en 3
prequirurgico, y ninguno de ellos presentd complicaciones hemorragicas. El uso de
plasma fresco congelado fue mayor, ya que se administré profildcticamente en 58

ocasiones, 3 partos, 4 exodoncias y 51 operaciones. Se aplicd a 5 de los casos con
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deficiencia severa. A pesar de esta profilaxis antihemorragica, se objetivaron
complicaciones hemorragicas en 3 casos sometidos a cirugia, incluyendo el caso con
hemiperitoneo tras herniorrafia, un caso tras una apendicitis que ademas precisé de
soporte transfusional por la hemorragia, y un gran hematoma tras operacion por un
fioroadenoma. Por tanto, las complicaciones hemorrdgicas en pacientes con
deficiencia de FXI con profilaxis con plasma fresco congelado fueron escasas (5,2%),
pero tenemos que destacar que la incidencia de hemorragias no fue mayor en los 410
situaciones de riesgo en las que no se aplico profilaxis antihemorragicas (28/410: 6,8%)

(p=0,847) (Figura 40).

% Sangrado
8 _
7 - p=0.847
6 .
5
4 -
3 -
2 .
1 -
0 T
Con PFC Sin PFC
3/58 28/410

Figura 40. Incidencia de eventos hemorragicos en pacientes con deficiencia de FXI
expuestos a situaciones de riesgo en funcion del uso profilactico de plasma fresco
congelado (PFC).

Sin embargo, el uso de plasma fresco congelado puede tener efectos adversos
destacados. De hecho, en dos de los pacientes a los que se administré este producto se
objetivaron dafo pulmonar agudo relacionado con la transfusién. La lesién pulmonar

aguda asociada transfusion (LPAT o TRALI) es un edema pulmonar de origen no

110



cardiogénico, producido por la transferencia pasiva de anticuerpos antigranulocitos o
anti HLA del donante al receptor, a través del plasma contenido en el componente
sanguineo transfundido. Los anticuerpos del donante reaccionan con los neutrdfilos en
el pulmodn del receptor, dando lugar a la agregacion y la activacion de los neutréfilos en

la microcirculacién pulmonar.

Los neutroéfilos activados liberan sustancias que producen una alteracién de la
permeabilidad vascular y un sindrome de encharcamiento capilar pulmonar, acabando
en un edema pulmonar no cardiogénico, con un cuadro clinico similar al del distress
respiratorio del adulto con signos clinicos y radiolégicos de edema agudo de pulmon. El
diagndstico se realiza por exclusion descartando otras causas de edema agudo de
pulmoén como una sobrecarga de liquidos o fallo cardiaco por infarto de miocardio

[198].

La gravedad de efecto adverso merece una descripcion detallada de estos dos casos:

CASO Ne1

Mujer actualmente de 68 afios que a la edad de 50 aifios y presentando un déficit del
FXI del 25% portadora de la mutacidon p.Cys56Arg en heterocigosis. Fue operada por
padecer un carcinoma de ovario bilateral, prescribiéndole la transfusidn profilactica de
tres unidades de PFC previamente a la intervencién y otras tres unidades 12 horas
después. Se le realizd histerectomia con doble anesectomia, oferectomia y

linfedectomia sin incidencias durante la intervencion.

Tras la intervencidn quirdrgica, la paciente pasd a la unidad de reanimaciéon donde
permanecio estable hasta que coincidiendo con el final de la administracion de la
ultima unidad de PFC presentd un cuadro de tiritona y fiebre, acompaifiado de
insuficiencia respiratoria que precisd intubacién orotraqueal y ventilacién mecanica.
En la analitica destacd una gasometria con SO2 de 58%, pO2 de 36 mmHg y pCO2 de
39,5 mmHg, en la Rx de térax aparecioé una infiltracion exudativa algodonosa bilateral
con una PVC de +2 (Figura 41), por lo que se diagnosticé de Distress Respiratorio del

Adulto y fue tratada con Drogas vasoactivas (Noradrenalida, Dopamina y Dobutamina).
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La paciente evoluciono favorablemente de su cuadro respiratorio, al cuarto dia se le

retiraron las drogas vasoactivas y se extubd sin incidencias.

Figura 41. Documentacion radioldgica de la insuficiencia respiratoria causada por el TRALI
en el caso n21 con deficiencia de FXI. En la izquierda radiografia previa de la paciente. En
la derecha imagen tras el cuadro de insuficiencia respiratoria postransfusional, donde
destaca una infiltracion exudativa algodonosa bilateral

Posteriormente se ha realizado tipaje HLA a la paciente:
(A*30,*68/B*13,*53/DRB1*01,*13) y determinacién de anticuerpos en los tres
donantes de las segundas unidades de plasma siendo negativos en dos de ellos y
encontrando en la otra donante: Anticuerpos Anti-
A33,34,66,25,29,26,43,32,31,74,68,69,87,0Q3,5,6,4,DR16,13,51,01,15,12,52,8,4,14,10
y DR11 con MFImax=12500. Estos resultados permitieron concluir que los anticuerpos
anti-DR-13 (MFI=9400), DQ6 (MFI=5950) y A-68 (MFI=3300) encontrados en la donante

son contra antigenos portados por la receptora del plasma.
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CASO N22-

Varén de 50 anos, actualmente 52, con déficit severo de FXI del 1% causado por la
mutacion p.Cys56Arg en homocigosis, que ingresa en la unidad de cirugia ambulatoria
programado para transfundirle, previamente a colonoscopia con reseccion de pdlipo,
cuatro unidades de plasma fresco congelado. A los 30 minutos tras la administraciéon
de la dltima unidad presenta cefalea con palidez, FR 27 y desaturacion al 75-80 % y

disminucion del murmullo vesicular.

En la analitica presenté una gasometria con pO2 40,2 mmHg pCO2 36,9 mmHg y SO2
75,5%. No hubo alteraciones en el hemograma, el estudio de coagulacidén, la orina y la

bilirrubina fue 0,2.

El paciente fue tratado de forma inmediata con Hidrocortisona, Paracetamol, vy

Oxigenoterapia con lo que la SO, mejord al 90% y también el cuadro clinico.

La radiografia de térax realizada 6 horas después todavia dejaba ver un infiltrado
intersticial bilateral (Figura 42) y unas horas después el paciente fue dado de alta a su

domicilio.

Figura 42. Documentacion radioldgica de la insuficiencia respiratoria causada por el TRALI
en el caso n22 con deficiencia de FXI. En la izquierda radiografia previa del paciente. En la
derecha radiografia 6 horas después del inicio del cuadro, a pesar de haber cesado el
problema respiratorio se puede observar un infiltrado intesticial bilateral.
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Se realizd tipaje HLA en el paciente y fue: HLA-A*02,*68//B*14,*44//DRB1*01,- y el
estudio de anticuerpos anti-HLA en tres de los donantes fue negativo pero en el cuarto
se detectaron anticuerpos anti HLA B7,81,27,40,13,47,48,A2 y A68 con MFImax= 7500.
Concluyendo que los anticuerpos anti A2 y A68 son dirigidos contra antigenos del

receptor de la transfusion.

3.- Terapia anticoagulante y antiagregante en pacientes con déficit de FXI.

No existe informacion sobre las consecuencias que el tratamiento anticoagulante que
reduce los niveles funcionales de las proteinas dependientes de vitamina K pudiera
tener en pacientes con niveles reducidos de FXI por causas genéticas. Tampoco hay
datos sobre el efecto sinérgico que pudieran tener las terapias antiagregantes con la

deficiencia de FXI en cuanto al esperado incremento en el riesgo de sangrado.

Por ello, nos parecid interesante estudiar el comportamiento y las caracteristicas
clinicas de los 9 pacientes con deficiencia de FXI (uno de ellos con deficiencia severa
causada por la mutacidn p.Pro538Leu en homocigosis) (Tabla 18) que a lo largo de los
20 afios del estudio han sido expuestos a terapia anticoagulante (uno de ellos en dos
ocasiones distintas), mayoritariamente por fibrilacién auricular. Es interesante
destacar que 3 casos ademas de la terapia anticoagulante presentaban terapia
antiagregante con acido acetil salicilico (AAS), clopidogrel, o con doble antiagregacién
(AAS mas clopidogrel, en un caso) (Tabla 18). En ninguno de los casos, uno de los
cuales ha estado mas de 15 afios con terapia anticoagulante, se ha objetivado ningun
episodio de sangrado (Tabla 18). En total han recibido acenocumarol durante 382
meses, estando con INR superior a 2 durante 317,2 meses sin ningun evento
hemorragico. La dosis necesaria de sintrom para alcanzar el INR diana no ha sido
menor del esperado para las caracteristicas de los pacientes y el ajuste ha sido

correcto (Tabla 18).
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Tabla 18. Caracteristicas de los pacientes con deficiencia de FXI que han presentado
sido tratados con terapia anticoagulante oral (TAO: Sintrom). El tratamiento con
terapias antiagregantes en tres de estos pacientes también se indica. SCASEST
(sindrome coronario agudo sin elevaciéon del ST); F.A. (fibrilacién auricular); AIT
(accidente isquémico transitorio);ACVA (accidente cerebrovascular agudo); TVP
(trombosis venosa profunda); TGA (transposicion de grandes arterias); EP (estenosis

pulmonar).
Mutacion FXI:C Diagnostico Edad TAO Dosis %  Meses Antiagreg
(estatus) (%) (meses) Semana INR>2 INR>2
p.P538L 23 FLUTTER AU, 68 10,5 66 1,4 AAS y
(Homoc) SCASEST 2 Clopidogrel
p.C56R 50 F.A, By-pass 70 11 92 8,5 Clopidogrel
(Het) 9
p.C416Y 24 F.A. AIT repeticion 80-85 3,5-6 75 45
(Het) pese INR 3,2 56
p.C599Y 47 F.A. 79 11 85 5,5
(Het) 6
p.C416Y 70 F.A. ACVA 58-73 26-16 88 159
(Het) 186
p.C56R 31 TVP 34 7 83 3,3
(Het) 4
p.C416Y 40 F.A. 63-68 28-35 88 56
(Het) 67
Ins 1600 46 Post intev 7 14 55 23 AAS
(Het) ventriculo Unico, 31
TGA vy EP
post stent 26 3 29 40 1,5 AAS
p.R268C 35 F.A 68-69 16 80 14
(Het) 18

Antiagreg: Terapia antiagregante concomitante.

b) Deficiencia de FXI y riesgo trombético.

Este apartado se ha dividido en dos grandes secciones: trombosis arterial y venosa

1. Trombosis arterial.

La incidencia de eventos trombodticos arteriales, tanto accidentes isquémicos

cerebrovasculares (AICV) como enfermedad cardiovascular, especialmente infarto

agudo de miocardio (IAM), en sujetos con deficiencia de FXI fue elevada.
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Hemos registrado 6 casos de IAM, lo que supone una incidencia del 2,8%. Los
pacientes con IAM tenian una edad media de 69+13 afios, 4 eran varones (67%) y
presentaban una alta incidencia de factores de riesgo cardiovascular (Tabla 19). Dos
pacientes eran homocigotos para la mutacién p.Pro538Leu, presentan una TTPa ratio
promedio de 1,3240,19 y una actividad del FXI de 37,8417,9%. El resto de sujetos con
deficiencia de FXI que no han sufrido IAM (N= 208), tienen una media de edad de
41422 aios, el 53% son hombres, presentan una TTPa ratio promedio de 1,39+0,25,
una actividad del FXI de 42,6+13,6%, y una menor incidencia de factores de riesgo

cardiovascular (Tabla 19).

Tabla 19. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI
que han sufrido un infarto agudo de miocardio o sindrome coronario agudo.

IAM N Varones Edad TTPa FXI:C HT HC Fum Diab

(%) (ratio) (%) (%) (%) (%) (%)
Si 6 4/6  68t13 132+0.19 37.8x17.9 4/6 46  2/4  3/6

(67%) (67%) (67%) (50%) (50%)
No 208 111/208 42+22 1.39+0.25 42.6+13.6 25/205 27/203 40/195 14/203

(53%) (12%) (13%) (21%) (7%)
p 0.688 0.003 0.885 0.542 0.004 0005 0190 0.008

Hemos registrado 8 casos de AICV, lo que supone una incidencia del 3,7%. Los
pacientes con AICV tenian una edad media de 74+21 afios, 4 eran varones (50%) y
presentaban una alta incidencia hipertension arterial (Tabla 20). Un paciente era
homocigoto para la mutaciéon p.Pro538Leu y otro paciente era heterocigoto
compuesto (p.Cys56Arg & p.Cys416Tyr), presentaban una TTPa ratio promedio de
1,56%0,61 y una actividad del FXI de 35,0£21,0%. El resto de sujetos con deficiencia de
FXI que no han sufrido AICV (N= 204), tenian menor edad media (41+22 afios), el 54%
son hombres, presentaban una TTPa ratio promedio de 1,38+0,22, una actividad del
FXI de 42.7413.4%, y una menor incidencia de factores de riesgo cardiovascular (Tabla

20).
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Tabla 20. Caracteristica clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI
gue han sufrido un accidente isquémico cerebrovascular.

AICV N Varones Edad TTPa FXI:C HT HC Fum Diab

(%) (ratio) (%) (%) (%) (%) (%)
Si 8 4/8 7322 156061 35.3+21.0 4/8  2/8  1/6  1/8

(50%) (50%) (25%) (17%) (13%)
No 204 110/208 4121 1.38+0.22 42.7+13.4 25/202 29/201 41/193 16/201

(54%) (12%) (14%) (21%) (8%)
p 0.999 0.004 0.045 0.353 0014 0338 0999 0.499

Tres pacientes presentaron tanto IAM como AICV, uno de ellos homocigoto

p.Pro538Leu.

2. Trombosis venosa

Solo dos de los 214 pacientes recogidos y con una mediana de edad de 42 afios han
presentado eventos trombaticos localizados en territorio venoso. La escasa incidencia
de estos eventos nos lleva a presentar individualmente cada uno de estos dos casos, ya

gue en los dos existen factores predisponentes que justifican los eventos trombéticos.

CASO 1

Mujer de 72 anos diagnosticada de déficit heterocigdtico del FXI de la coagulacidn, con
53% de actividad y portadora heterocigota de la mutacion p.Cys416Tyr, hermana de

una paciente doblemente heterocigdtica para este déficit.

Sin habitos toxicos, hipertension arterial, diabetes ni dislipemia, con antecedentes de
padecer asma y depresion y habiendo sido intervenida de colecistectomia, herniorrafia

umbilical, fisura anal, ooforectomia y cataratas en ojo izquierdo.

Seis meses después de la intervencién de cataratas, teniendo hasta ese momento un
postoperatorio sin problemas y recuperando la vision normalmente, nota bruscamente
pérdida de la agudeza visual en el ojo izquierdo y es diagnosticada de trombosis de la

vena temporal inferior de la retina con afectacion macular.
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No tenia poliglobulia, en el estudio de coagulacién no tenia mas alteracién que el
moderado alargamiento del TTPa ya conocido, las pruebas de hipercoagulabilidad
fueron negativas, y el resto de analitica rutinaria fue normal. El ecocardiograma (ECG)

fue normal, con cavidades y valvulas cardiacas normales, sin trombosis intracavitarias.

La paciente fue tratada con fotocoagulacion con laser Argén y diclofenaco, para
favorecer la cicatrizacion en el area del edema y el secado del mismo y paulatinamente

fue mejorando la visidn en ese ojo.

CASO 2

Hombre de 33 afos, con retraso madurativo y destreza fina disminuida. Por su
profesién (camarero) pasa mucho tiempo de pie, y padece desde hace afos en las dos
extremidades inferiores un sindrome varicoso importante con ulceras sangrantes que
habia sido evaluado en varias ocasiones en el servicio de cirugia vascular del hospital
de referencia. Afos antes habia sido diagnosticado de déficit heterocigoto de FXI con

una actividad coagulante del 31% causada por la mutacion p.Cys56Arg.

Ingresd por presentar un aumento progresivo del tamafio de la extremidad inferior
derecha con dolor y signos inflamatorios a nivel infrarotuliano. La analitica rutinaria

fue normal asi como la radiografia de torax y el ECG.

En la ecografia Doppler de las extremidades inferiores ademds de unas adenopatias de
apariencia reactivas y que eran iguales a las que tenia en ecografias de afios anteriores,
se aprecian signos de trombosis venosa profunda que afecta al tercio medio y distal de

la vena femoral superficial y a la vena poplitea de la pierna derecha (Figura 43).
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Figura 43. Caracteristicas del paciente con deficiencia de FXI que sufrié una trombosis
venosa profunda. A) Ecografias doppler mostrando ausencia de flujo sanguineo en vena
femoral superficial y vena poplitea derechas. En la izquierda, alteraciones tréficas y
tlceras varicosas en ambas piernas, que el paciente padecia desde afios antes de la

trombosis.

El paciente fue tratado con heparina de bajo peso molecular (HBPM) y posteriormente
con acenocumarol, evolucionando rapidamente de forma favorable con desaparicion

de la tumefaccidn en la pierna derecha. Estuvo anticoagulado durante 4 meses.

Posteriormente, se realizd estudios de trombofilia dando todos ellos un resultado

negativo.
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En relacion con el papel que la deficiencia de FXI pudiera tener en el riesgo de
desarrollo de trombosis, especialmente en territorio venoso, es importante destacar
que en la serie de 214 pacientes con deficiencia de FXI incluidos en nuestro estudio
detectamos 19 pacientes con polimorfismos protrombéticos. Asi, 10 pacientes, 9 de la
misma familia, portadores de la mutacion p.Pro538L y un portador de la mutacién
p.Cys56Arg presentaron el FV Leiden en heterocigosis. También identificamos 9 sujetos
deficientes de FXI que eran portadores en heterocigosis del polimorfismo
protrombadtico de la protrombina (G20210A): 5 portadores de la mutacidon p.Cys56Arg
de dos familias diferentes, 2 portadores de la mutacion p.Cys416Tyr de una familia, 1
portador de la mutacion p.lle426Thr y 1 portador de la mutacién p.Glu565Lys. Las
caracteristicas demograficas de estos pacientes quedan resumidas en la Tabla 21. A
pesar de presentar estos polimorfismos protrombéticos, y de haber tenido otros
factores de riesgo trombdtico, como 14 embarazos (dos con cesareas), 19 cirugias, y
dos pacientes con tumores (un portador del FV Leiden sometido a radioterapia por
glioma cerebral y un portador de la protrombina G20210A que presentd cancer de
mama y fue operada dos veces) (Tabla 21), ninguno de estos pacientes presentaron

eventos trombdticos venosos o arteriales.

Tabla 21. Caracteristica clinicas y demograficas de los sujetos con deficiencia de FXI
portadores de un polimorfismo protrombotico.

Polimorfismo N  Varones Edad TTPa FXI:C Cirugias Partos Tumor

protrombatico (ratio) (%)

FV Leiden 10 5 45+15 1.30+£0.16 42.0£12.2 13 6 1
+/-

PT 20210 9 5 29+20 1.36+0.09 37.4+10.2 6 8 1
+/-
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DISCUSION

121



122



DISCUSION

La exposicion de la sangre a superficies artificiales como el vidrio acelera su
coagulacién. Hace mas de 50 afos que se conocen los elementos de la cascada de
coagulaciéon que forman parte de esta via de activacién conocida como ruta de
contacto o via intrinseca (Figura 1): El FXIl, la prekalikreina, el kininégeno y el FXI.
Clasicamente, se considera que la ruta de contacto se inicia por la autoactivacién del
FXIl en superficies cargadas negativamente como hemos visto en la introduccion de
este trabajo. El FXII activado (FXIla) activa a su vez a la prekalikreina plasmatica a
kalikreina, en un mecanismo de retroalimentacion positiva ya que la kalikreina activa
nuevas moléculas de FXIl. Concurrentemente, el FXlla activa proteoliticamente al FXI,
generando la forma activa FXla que es un eficiente activador del FIX. El FIX es un
elemento ya de la ruta comun de coagulacion que finalmente lleva a la formacion de
trombina con la consiguiente generacién del coagulo de fibrina (Figura 44). Ademas de
las dos serin proteasas (FXlla y FXla) y de la kalikreina, la ruta de contacto cuenta con
una proteina auxiliar, el kininégeno de alto peso molecular. Este es esencial para una
eficiente activaciéon de la ruta de contacto, ya que tanto FXI como prekalikreina

circulan formando complejos binarios con el kininégeno (Figura 44).

KAPM

Figura 44. Representacidon esquematica de la cascada de la coagulacién con la posicion del
FXI. KAPM: Kininégeno de alto peso molecular; pKK: precalicreina; KK: Callicreina; BK:
Bradikinina; FL: Fosfolipidos; PT: Protrombina; FT: Factor Tisular.
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Pese a los robustos efectos que la activacion de la fase de contacto tiene in vitro en la
coagulacién y que han servido de pruebas hemostaticas empleadas de forma rutinaria
millones de veces al dia en los hospitales de todo el mundo como el TTPa, la relevancia
de este sistema in vivo fue rapidamente cuestionada al comprobarse que las personas
con deficiencia en cualquiera de las proteinas de la fase de contacto: FXII,
Prekalikreina, y kinindgeno no sufrian hemorragias destacadas [199-202]. Los
pacientes con deficiencia de FXI, a pesar de denominarse originariamente hemofilia C,
tampoco presentaban una excesiva tasa de sangrados [85,123,124,126]. Ademas, las
superficies artificiales cargadas negativamente que eficientemente activan la ruta de
contacto in vitro, como el vidrio o el dextran sulfato, no tienen equivalentes
fisioldgicos relevantes. De hecho, a finales del siglo XX se planted incluso eliminar la
fase de contacto de la cascada de la coagulacién porque se pensaba que no tenia
ningun papel en la hemostasia fisioldgica, y solo podria tener algin papel en la
hemostasia patoldgica asociada con la sepsis, o en otros sistemas como los de la
renina-angiotensina, porque deficiencias del inhibidor C1 del complemento, el
principal inhibidor de las proteasas de la fase de contacto, cursan con angioedema

pero no suelen tener coagulopatias asociadas [203,204].

No obstante, en la primera década del siglo XXI hemos asistido a un renacimiento de la
ruta de contacto, cambiando la perspectiva que los elementos de este sistema pueden
tener en el sistema hemostdtico y en otros sistemas. Asi, especialmente sustentados
en resultados observados en modelos animales, se plantea que la ruta de contacto
podria tener un papel relevante en el control de la hemostasia, y que esta ruta podria
desempeiiar un papel relevante no en la fisiologia del sistema hemostatico sino en la
patologia asociada con este sistema, especialmente en la trombosis. De esta forma se
justifica el potente efecto protector que se observaba tanto en modelos
experimentales de trombosis venosa como arterial en ratones que carecen de FXIl o

FXI [205,206].

Otro paso en el renacimiento del interés por la fase de contacto fue la identificacidn de
elementos fisioldgicos capaces de activar in vivo esta ruta, como los polifosfatos o el

ARN [207,208].
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Nuestro proyecto aporta informacion relevante que cuestiona conceptos clasicos y
abre nuevas perspectivas en este campo, que sin duda contribuirdn aun mas a destacar
un sistema que hasta hace unos anos estaba devaluado en hemostasia. Sin embargo, el

FXI va adquiriendo cada dia mas relevancia en hemostasia y trombosis.

Base molecular de la deficiencia congénita de FXI

Desde su descubrimiento en 1953, y a pesar de considerarse una enfermedad rara, se
han estudiado muchos casos con deficiencia de FXI. La base molecular de la deficiencia
congénita de FXI esta bien definida, y se restringe a alteraciones genéticas en el gen
codificante: F11. No obstante, no se pueden descartar que alteraciones genéticas en
otros genes, como por ejemplo el del kinindgeno de alto peso molecular, por el papel
estabilizador del FXI plasmatico que desempefia esta proteina, pudieran estar
implicadas si no en casos con deficiencia de FXI, si al menos en modular los niveles

circulantes de FXI [209]

Ante un caso con deficiencia congénita de FXI, la busqueda del defecto molecular
causante se inicia en la secuencia del gen F11. Tradicionalmente esta busqueda se
restringia a los 15 exones del gen y sus regiones flanqueantes porque la totalidad de
las mutaciones descritas se localizan en esas regiones. Fue también nuestra primera
estrategia con los casos identificados en nuestro estudio. Las regiones codificantes se
consiguen amplificar a partir del ADN genémico con 13 amplicones que se secuencian
facilmente mediante tecnologia de Sanger. No obstante, los nuevos sistemas de
secuenciacion masiva permiten realizar un estudio molecular del conjunto del gen del
F11 de forma rapida y econdmica aportando informacion adicional que puede ser de
gran importancia, por lo que con toda seguridad, y gracias a su implantacidn, seran
estos métodos los que se empleen de forma rutinaria en el diagndstico molecular de la

deficiencia de FXI.

Independientemente del sistema de secuenciacion empleado, nuestro estudio aporta
importantes avances en el campo de la base molecular de la deficiencia de FXI. En

primer lugar nuestro estudio es el primero que describe una gran duplicaciéon como
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causante de la deficiencia de FXI. Hasta la fecha, la mayoria de las mutaciones
causantes de deficiencia de FXI son puntuales o pequefias inserciones o deleciones
[139]. De las 226 mutaciones que causan deficiencia de FXI descritas en Junio de 2016
en las dos bases de datos mas importantes relacionadas (HGMD:

y Factor Xl.org
http://www.factorxi.org) la mayoria son mutaciones puntuales o pequefas inserciones
o deleciones. Sdlo tres casos con deficiencia de FXI son debidas a grandes alteraciones
genéticas: una delecion de 7 Mb que cubre 77 genes, incluyendo el F11 [210], una
delecion de 31,5 kb que cubre todo el gen F11 [211] y una deleciéon de los exones 11 al
15 del F11 [212]. Nuestro estudio identifica la primera gran insercién implicada en la
deficiencia de FXI. Como en el caso con delecion de 31.5 Kb, creemos que las
secuencias Alu podrian estar implicadas en la alteracion molecular que lleva a la
insercion identificada en este estudio. Las secuencias Alu son las secuencias repetidas
mas abundantes en el genoma. Se estiman que existen mas de 1 milléon de secuencias
Alu en el genoma humano, y representan del 5-10% del total del genoma. Se sabe que
estas secuencias estan implicadas en el 0,3-0,4% de las enfermedades genéticas
humanas, al dirigir inserciones, retrotransposiciones Alu, como en el caso que
presentamos en este trabajo, o recombinacion homdloga desigual (lo que provocarian
deleciones) [213,214]. Este resultado confirma la importancia que tiene el cribado de

grandes alteraciones genéticas en los estudios moleculares del FXI.

Nuestro estudio también identifica tres nuevas mutaciones missense asociadas con
deficiencia de FXI: p.lle426Thr; p.lle592Thre y p.Cys599Tyr. Estas identificaciones
permiten ampliar la base molecular de la deficiencia de FXI a la vez que muestran
nuevos residuos importantes en el plegamiento, dimerizacion, secrecion o funcién de

este elemento de la coagulacion.

También es destacable la identificacién de 3 mutaciones que causan una deficiencia
CRM+, una de ellas nueva (p.Cys599Tyr) y otra identificada por primera vez en
homocigosis (p.Pro538Leu), lo que ha permitido confirmar que la mutacion provoca un

defecto funcional que impide la activacion del FXI por el FXlla.
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Mutaciones recurrentes

Los estudios de pacientes con deficiencia de FXI realizados en diferentes paises han
generado dos tipos de resultados. En ciertas poblaciones se encuentran mutaciones
altamente prevalentes. El ejemplo mas conocido es la mutacion p.Glul1l7Stop,
presente en el 8% de los casos con deficiencia de FXI identificada en judios Ashkenazis
[54]. En contra, en otras regiones se observa una alta heterogeneidad molecular [190],
aunque en ciertas regiones como el pais vasco francés, existen mutaciones recurrentes
[95[102-106]. También en China cuatro mutaciones (pTrp246Stop, p.Gly418Val, p-
GIn281Stop and c.1136-4delGTTG) se identifican en el 48% de los casos con deficiencia
de FXI [215]. El resultado de nuestro estudio muestra una situacién parecida. La
mayoria de los sujetos con deficiencia de FXI identificados en nuestro estudio (37 de
los 44 casos indices) son portadores de 4 mutaciones (84%). Curiosamente, la
mutacion mds prevalente en Yecla, no detectada en otros puntos de la Regién de
Murcia, es precisamente una mutacion recurrente identificada en el pais Vasco-
Francés: p.Cys56Arg [102], identificada en 23 familias inicialmente no relacionadas, en
dos de ellas con sujetos homocigotos. De hecho, el estudio del haplotipo en los
portadores de esta mutacién coincide con el descrito en poblacién Vasco-Francesa
[102], sugiriendo que tienen la misma procedencia. Son necesarios estudios
adicionales, incluyendo el andlisis de regiones hipervariables mas alejadas de F11 para
poder datar la antigliiedad de la mutacién p.Cys56Arg tanto en nuestra poblacién como
en poblacidon Vasco-Francesa y poder definir la migracién de esta alteracién, lo que
puede identificar otras regiones en donde esta mutacion también pueda ser
prevalente.

Lo sorprendente de nuestro estudio es la identificacion de otras 3 mutaciones
recurrentes, menos frecuentes, pero identificadas en al menos 2 familias no
relacionadas. Ademas, los estudios de secuenciacion masiva del gen muestran un
haplotipo especifico para cada mutacidén, lo que sugiere fuertemente un efecto
fundador. éPor qué existe una acumulaciéon de mutaciones recurrentes en una misma
poblacion de 60.000 habitantes? Y écdmo una mutacion que afecta al FXI provocando
una deficiencia de este factor se perpetua en una poblacién donde, como en el caso de

la mutacién p.Cys56Arg llega a alcanzar mas del 1% de la poblacion? Dos son las
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posibles respuestas a estas preguntas. Por una parte, es posible que la zona de Yecla
tenga elevada consanguinidad, tal y como reflejan otros marcadores genéticos
relativamente prevalentes en dicha zona (Dr. P Carbonell, Genética Clinica, Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia. Comunicacion personal). El hecho que esa
zona haya estado relativamente incomunicada, haya sido una zona relativamente
aislada (tanto de Murcia, Albacete o Valencia) puede justificar un alto grado de
endogamia. Pero tampoco podemos olvidar que, como veremos posteriormente, la
deficiencia de FXI no tiene graves efectos deletéreos, pero si posibles efectos
beneficiosos en el sistema hemostatico (y quizas en otros sistemas vinculados) que
podrian justificar una posible seleccidén positiva. Son necesarios nuevos estudios que

evallen estas hipdtesis.

Pero ademas de las 4 mutaciones recurrentes, nuestro estudio también muestra una
considerable heterogeneidad molecular, con otros 7 casos con 8 mutaciones
diferentes, posiblemente de origen mucho mas reciente. Dos son las conclusiones que
podemos discutir atendiendo a estos resultados. En primer lugar que la incidencia de
este tipo de alteraciones no tiene porqué ser diferente en el resto de poblaciones, por
lo que, como posteriormente volveremos a incidir, es posible que la incidencia de la
deficiencia de FXI sea mayor de la pensada. Pero ademas, la elevada heterogeneidad
molecular asociada a la deficiencia de FXI sugiere una gran sensibilidad del FXI ante
multitud de alteraciones genéticas. En otras palabras, practicamente cualquier
variaciéon que afecte la transcripcion, el procesamiento de intrones (un mecanismo
posiblemente con alto peso en la base molecular de la deficiencia de FXI [216], el
plegamiento, la dimerizacién, secrecion o la funcién (interaccién con el FXIl o el factor
IX) provocan la deficiencia del FXI. En este estudio hemos identificado nuevos residuos

que deben desempefiar un papel relevante en estos procesos.

Prevalencia de la deficiencia de FXI. Cambio de paradigma y limitaciones diagndsticas

La deficiencia del FXI se ha considerado un desorden raro [139], pero cada dia hay mas
autores que sugieren que este desorden estd subestimado [190]. Nuestro estudio

aporta nuevas evidencias de una mayor prevalencia de la deficiencia de FXI en la
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poblacién general. En primer lugar, aunque cierta mutacion fundadora puede estar
mas representada en una poblacion, la identificacion de 44 casos indices (y al menos
214 familiares) con deficiencia de FXI en una poblacidon de 60.000 habitantes implica
una frecuencia mucho mayor que la esperada para un desorden raro. También la
variabilidad molecular identificada, tanto para mutaciones recurrentes como para
mutaciones identificadas en un solo caso sugiere que la situacion podria ser parecida
en cualquier otra poblacidn, ya que no existe ninguna razén que justifique que en Yecla
(Murcia) exista una mayor prevalencia de mutaciones recurrentes ni de mutaciones

individuales causantes de deficiencia de FXI.

Pero quizas las evidencias que sustentan que la deficiencia de FXI sea un desorden
mucho mds frecuente de lo descrito en la literatura son las complicaciones
diagndsticas. Como en otros estudios [82], el diagndstico de la deficiencia de FXI en
nuestro estudio siempre se inicia con la identificacion de un TTPa prolongado (ratio >
1,3). En este trabajo hemos comprobado que este método es fiable para el diagndstico
de la deficiencia severa de FXI ya que todos los heterocigotos compuestos y
homocigotos presentaron TTPa prolongados (ratio > 2). Pero la mayoria de casos con
deficiencia de FXI, los moderados o suaves, los heterocigotos, el diagndstico basado en
TTPa puede ser dificil. De hecho 68 de 204 sujetos heterocigotos recogidos en el
estudio, incluyendo los casos indices (33,3%) presentan un TTPa normal (ratio < 1,3).
Por tanto, es posible que la incidencia de la deficiencia de FXI en Yecla (y

potencialmente en cualquier poblacién) pueda ser incluso significativamente mayor.

Ademas, a la hora de valorar un TTPa prolongado (ratio > 1,3) en un contexto
hospitalario y decidir si son necesarios estudios adicionales para caracterizarlo, se
tiene en cuenta la existencia de una historia de diatesis hemorrdagica. Por esta razon y
por el hecho también mostrado en nuestro trabajo de la baja incidencia de
complicaciones hemorragicas (tanto espontdaneas como en situaciones de riesgo) que
presentan los sujetos con deficiencia de FXI, es muy probable que muchos casos con
deficiencia de FXI no se diagnostiquen. Sin embargo, como veremos después, el
diagndstico de la deficiencia de FXI puede tener relevancia clinica en otro contexto
completamente diferente al planteado hasta la fecha. La mayoria de hematdlogos

consideran hoy que el diagndstico de la deficiencia de FXI solo puede tener algun peso
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a la hora de predecir complicaciones hemorragicas durante procedimientos quirdrgicos
o situaciones de riesgo. Sin embargo, es posible que este desorden pueda jugar un
papel mas importante justo en el extremo opuesto, en la patologia trombdtica y puede
gue en la terapia antitrombdtica como discutiremos posteriormente, por lo que

deberiamos disponer de algoritmos y métodos diagndsticos sensibles y especificos.

En ese contexto, este estudio también ha evaluado dos reactivos de activacion de la
fase de contacto (del FXIlI) empleados en los dos métodos funcionales implicados en el
diagndstico de la deficiencia de FXI (TTPa y FXI:C): el acido eldgico y la silica
micronizada. Los resultados del estudio de 140 sujetos con deficiencia de FXI muestran
gue la silica, posiblemente porque es un mejor activador del FXIl comparado con el
acido eldgico, tiene mayor tasa de falsos negativos si se emplea el TTPa como método
de cribado en la deficiencia de FXI (22% vs 12%; respectivamente p< 0,01). La
explicacion a esta diferencia la encontramos en el peso de un polimorfismo del gen
F12, comun (presente en el 35% de la poblacién espafiola) que afecta a los niveles de
FXIl en el TTPa dependiente del sistema de activacion. Si se emplea silica, la presencia
de este polimorfismo del FXII modifica significativamente el tiempo de formacion del
coagulo y por tanto el TTPa: los portadores del alelo T, con menores niveles de FXIl en
plasma [192], presentan TTPa mas prolongados que los sujetos C/C, mientras que este
polimorfismo no tiene efectos significativos sobre el TTPa si se emplea un activador
menos potente como el acido elagico. La tasa de falsos negativos se reduce
considerablemente (2-6%) si se emplea el sistema de dosificaciéon de FXI (FXI:C) ya que
para ninguno de los activadores de la ruta de contacto los niveles de FXIl plasmatico
juega ningun efecto significativo (resultado esperable ya que los niveles de FXII se

uniforman al diluir el plasma del paciente en un plasma deficiente en FXI).

Pero también empleando FXI:C como sistema diagndstico que es la opcion que
claramente se plantea realizar directamente para el diagndstico de la deficiencia de
FXI, existen casos con mutacion deletérea que no se detectarian con este método
(FXI:C >70%), especialmente si se emplea acido eldgico. Quizds por estas razones, y
porque son métodos cada vez mas accesibles, rapidos y econémicos, el diagndstico

molecular, especialmente empleando metodologia NGS que puede secuenciar todo el
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gen F11 por menos de 50 €/paciente, sera el que se finalmente se imponga para el

diagndstico de la deficiencia congénita de FXI.

Implicaciones clinicas de la deficiencia de FXI. Escaso peso hemorragico

Como hemos comentado, la deficiencia de FXI se ha considerado clasicamente en el
contexto de las coagulopatias congénitas y por tanto se han estudiado especialmente
las complicaciones hemorragicas asociadas. De hecho, se llegé a denominar hemofilia
C. Sin embargo, y con resultados validados en este estudio, las complicaciones
hemorragicas en sujetos con deficiencia congénita de FXI son escasas y de poca
importancia. La incidencia de sangrado espontaneo es baja y de poco peso (mayoria
epistaxis). Tampoco son elevadas ni importantes las complicaciones hemorragicas en
el contexto de operaciones o situaciones de riesgo como los partos. Efectivamente,
son muy raros los casos con deficiencia de FXI que requieren hemoderivados por
complicaciones hemorragicas (en nuestra serie de 214 pacientes solo 3 precisaron
soporte transfusional, todos ellos heterocigotos, ningun deficiente severo, lo que

sugiere que posiblemente la deficiencia de FXI no sea el Unico elemento implicado).

Este resultado cuestiona el beneficio del uso de profilaxis antihemorragica con
antifibrinoliticos, plasma fresco congelado, o concentrados de FXI, en los sujetos con
deficiencia de FXI. De hecho, nuestros resultados no lo avalan. El uso de plasma fresco
congelado profilactico, empleado en nuestro estudio en 58 ocasiones, no supone un
claro beneficio antihemorragico y sin embargo puede tener importantes efectos

adversos. De hecho, en dos casos se desarrollé TRALI.

Nosotros no hemos evaluado el beneficio de concentrados de FXI (no disponible en
nuestro pais), pero a la vista de resultados publicados [217], al igual que el del PFC
deberia restringirse a casos excepcionales y con argumentos adicionales a la presencia
de una deficiencia de FXI como la historia previa de sangrados, o la intervencion en
tejidos con alta actividad fibrinolitica, que es donde parece que la deficiencia de FXI

pudiera provocar mayor riesgo hemorragico [127].
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La deteccion de dos casos con deficiencia de FXI que desarrollaron TRALIs tras la
infusion de PFC junto con el papel que se esta asignando al FXI en la respuesta inmune
e inflamatoria [172,218-220], nos llevé a plantear la posibilidad de que la deficiencia
de FXI pudiera estar implicada en esta importante y muchas veces letal complicacién
transfusional. La respuesta a esta hipdtesis debe realizarse con experimentacién
adicional, si bien, resultados preliminares obtenidos de secuenciar el gen F11 en 7
casos con TRALI diagnosticados en la Regién de Murcia, no han detectado ninguna

mutacion asociada con deficiencia de FXI.

Nuestro trabajo aporta datos adicionales, relevantes y originales en el contexto del
riesgo hemorragico de pacientes con deficiencia de FXI. Ya conocemos que la
deficiencia de un elemento de la via de contacto no tiene excesivo peso hemorragico,
pero este efecto podria tedricamente aumentar en combinacién con otros estados
pro-hemorragicos. En este estudio hemos comprobado que el grupo ABO,
particularmente el grupo O, asociado con menores niveles de FVIIl y FYW y mayor

riesgo hemorragico [197], no incrementa el riesgo hemorragico.

Mas interesantes son los resultados observados en pacientes con terapia
anticoagulante oral. Podriamos pensar que la deficiencia funcional de todos los
factores vitamina K dependiente que incrementa el riesgo hemorragico en pacientes
tratados con anti-vitaminas K [221] podria exacerbarse en los casos con deficiencia de
FXI. Sin embargo, los resultados de este trabajo descartan esa hipétesis. En los mas de
380 meses en los que 8 pacientes con deficiencia de FXI han sido expuestos a
acenocumarol (todos los casos con INR diana de 2-3), incluyendo los dos meses que un
sujeto homocigoto ha estado con tratamiento anticoagulante, ninguno ha presentado
eventos hemorragicos. Tampoco ninguno los tres pacientes que tenian anticoagulacion
y antiagregacion (uno de ellos doble, con aspirina y clopidogrel) han presentado

eventos hemorragicos.

Estos resultados ofrecen evidencias destacables y novedosas del escaso riesgo
hemorragico que tienen los sujetos con deficiencia de FXI, no solo en situaciones de
riesgo quirdrgico sino también del tratamiento anticoagulante. Es necesario sustentar

con nuevos estudios que incluyan mas pacientes, el supuesto escaso riesgo
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hemorragico de la deficiencia de FXI en combinacion con la terapia antiagregante, y

estudiar el papel que pudiera tener con los anticoagulantes orales de accion directa.

Nuevas situaciones clinicas de la deficiencia de FXI. Proteccion antitrombdtica

Recientes estudios en modelos animales apoyan que no solo la deficiencia del FXI sino
también la de FXII tienen demostrado beneficio en diferentes modelos de trombosis
tanto arterial como venosa [222-224]. Existen trabajos en modelos experimentales que
también sugieren que la deficiencia de FXI podria reducir enlentecer la aterogénesis.
Asi, los ratones doble KO para la apolipoproteina E y el FXI a las 24 semanas de vida
presentaban una lesion aterosclerdtica en el seno de la aorta significativamente
reducida (32%) respecto a la observada en ratones KO solo para la apolipoproteina E
(p=0.004). La progresion aterosclerética en el seno adrtico y en el arco adrtico que se
observaba a las 42 semanas en los ratones KO solo para apolipoproteina E, se inhibia
significativamente si existia deficiencia de FXI, con una marcada reduccién de la
infiltracion de macréfagos en las lesiones aterosclerdticas en los ratones con

deficiencia de FXI [225].

Sin embargo, los resultados observados en humanos no son tan espectaculares, pero si
interesantes. Una reciente revisiéon de los casos con deficiencia severa de FXI
publicados hasta la fecha ha evaluado el papel de esta desorden en el desarrollo de
complicaciones trombdticas [226]. Ese trabajo, sugiere que la deficiencia de FXI no
tiene efectos protectores frente al infarto de miocardio. Nuestros resultados tampoco
avalan los resultados observados en modelos animales. La incidencia de IAM o
sindrome coronario agudo en nuestra serie de pacientes con deficiencia de FXI es la
esperable, 6 casos, incluyendo dos homocigotos. No obstante los pacientes con
deficiencia de FXI y enfermedad cardiovascular identificados en nuestro estudio son
mayores y con alta incidencia de factores de riesgo cardiovascular, por lo que deberia
realizarse un estudio bien disefiado que incluya sujetos controles con similares
factores de riesgo para poder concluir que la deficiencia de FXI no protege de forma

significativa del riesgo de enfermedad cardiovascular.
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Una conclusion similar, aunque con mas resultados contradictorios, puede plantearse
respecto a la enfermedad cerebrovascular. Existen algunos trabajos que sugieren que
la deficiencia de FXI pudiera proteger de este desorden, pero otros no lo muestran tan
claro [154],[139]. En nuestra serie de pacientes, 8 sujetos con deficiencia de FXI
presentaron ictus isquémico, incluyendo un homocigoto y un heterocigoto compuesto.

Pero de nuevo, se tratan de sujetos mayores y con alta incidencia de hipertensién.

Sin embargo, el papel protector de la deficiencia de FXI frente a la trombosis venosa,
parece bien sustentado en todos los estudios publicados hasta la fecha y también por
los resultados de nuestro estudio. En nuestra serie, solo dos pacientes, ambos
heterocigotos, presentaron trombosis venosa. Uno en una localizacion inusual
(trombosis de la vena de retina tras una operacién de cataratas), y el segundo con un
sindrome varicoso importante con ulceras sangrantes que habia sido evaluado por este
problema en varias ocasiones en el servicio de cirugia vascular del hospital de
referencia. Pero de forma mucho mas relevante, y es la primera vez que se reporta
esta observacion en humanos, la deficiencia de FXI parece que protege del desarrollo
de eventos trombadticos en pacientes con otras alteraciones genéticas protrombaticas.
En nuestra serie de pacientes con deficiencia de FXI, 19 casos presentaban un
polimorfismo protrombodtico (FV Leiden o protrombina G20210A) y pese a que estos
factores genéticos incrementan de 3-4 veces el riesgo de trombosis venosa, ninguno
ha desarrollado eventos trombdticos, incluso aunque muchos han estado también
expuestos a otros factores de riesgo trombdtico como embarazo (14 partos); cirugias
(19 intervenciones quirurgicas) o han presentado cancer (en dos casos). Este resultado
estd en plena consonancia con la proteccion antitrombdtica ante defectos
trombofilicos que se ha mostrado en un modelo animal [196]. De esta forma, el cruce
de animales deficientes en FXI (FXI -/-) con ratones deficientes en Proteina C,
parcialmente suavizan el estado hipercoagulable y devastador que causa la deficiencia

severa de proteina C [168].

La posible proteccidn antitrombética de la deficiencia del FXI podria llevar a plantear
no emplear terapias anticoagulantes en estos pacientes en situaciones de riesgo
trombético. De hecho hay un caso en el que no se emplea heparinas durante el

proceso de hemodialisis sin complicaciones trombéticas [227]. No obstante, el escaso
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riesgo hemorragico que observamos en pacientes con deficiencia de FXI tratados con
anti-vitaminas K apoya que el tratamiento anticoagulante en estos pacientes no

tendria efectos adversos destacados.

En su conjunto, los resultados clinicos obtenidos en nuestra serie de pacientes con
deficiencia de FXI, especialmente heterocigotos, que recordemos son relativamente
frecuentes en la poblacién general, evidencian la escasa incidencia de eventos
hemorragicos, incluso en situaciones de alto riesgo hemorragia como el tratamiento
anticoagulante oral, pero una proteccidn antitrombdtica en territorio venoso que
podria compensar incluso al riesgo asociado con trombofilias cldsicas. Estos resultados
sin duda estan plenamente de acuerdo con los excelentes resultados del reciente
ensayo clinico que consigue mejor proteccion antitrombdtica y menor tasa de
hemorragias que las heparinas en cirugia de rodilla mediante el silenciamiento previo
del FXI [185]. Aunque sea un poco aventurado, nos atrevemos a sugerir que el estudio
de la deficiencia de FXI, por su prevalencia y su papel antitrombdtico quizas deberia
incluirse la valoracion del riesgo trombdtico dentro de los estudios de trombofilia,

porque podria ayudar a explicar el riesgo trombético de cada individuo.

Queremos terminar esta memoria indicando que tras 20 afios de estudio de pacientes
con TTPa prolongado en Yecla, se ha conseguido recoger una de las mayores series de
pacientes con deficiencia congénita de FXI descritas en el mundo. El completo estudio
molecular y bioquimico junto con la exhaustiva informacion clinica nos permite
obtener unos resultados que ofrecen nuevas y apasionantes hipdtesis y que también
abren nuevos interrogantes sobre el FXI que deben ser validadas y contrastadas en
nuevos estudios, analizando otras poblaciones y disefos especificos, asi como

empleando otras aproximaciones experimentales.
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CONCLUSIONES

1) La deficiencia de FXI tiene una alta prevalencia en el noroeste de la Region de

Murcia.

2) Las limitaciones de los métodos utilizados para el diagndstico de la deficiencia
de FXI, especialmente el TTPa, junto con la escasa tendencia hemorragica de

estos pacientes apoyan que este desorden esté subestimado.

3) Existe una gran variabilidad molecular que explica la deficiencia de FXI. En
nuestro estudio identificamos cuatro mutaciones recurrentes. Ademas,
nuestro estudio identifica 4 mutaciones no descritas causantes de deficiencia

de FXI, incluyendo la primera gran insercion descrita a nivel mundial.

4) Nuestro estudio confirma el escaso riesgo hemorragico asociado con la
deficiencia de FXI, y muestra por primera vez la ausencia de eventos
hemorragicos en pacientes con deficiencia de FXI bajo tratamiento

anticoagulante.

5) La profilaxis antihemorragica con plasma fresco congelado no tiene beneficio
significativo pero puede ocasionar graves efectos adversos (TRALI) en

pacientes con deficiencia de FXI.

6) La deficiencia de FXI no protege de eventos trombdticos en territorio arterial
pero es un factor protector antitrombdtico en territorio venoso, incluso con

factores de riesgo trombofilicos.
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