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DEFINICIONES

Alelo: son las diferentes formas que puede tener un gen determinado (1). Estas
diferencias pueden provocar modificaciones en la funcién del gen (por ejemplo
tenemos alelos A, B y 0, son los alelos del grupo sanguineo). Los humanos somos
diploides, tenemos un alelo del padre y otro de la madre (excepto los gametos), los
alelos se ubican en el mismo locus del cromosoma.

Analisis Multilocus: El anélisis de ligamiento se realiza con multiples marcadores
(analisis multilocus). Tenemos la posiciéon cromosdémica de los marcadores por lo
que el score de la localizacién del locus que buscamos se analiza respecto a los
marcadores que CONocemos.

Curvas LOD score: Para diferentes fracciones de recombinacion: Cuanta mas alta
sea la fraccién de recombinacién (es decir, cuanto mas probable sea que dos loci se
recombinen, lo cual significa que estdan muy alejados) mas bajo sera el LOD score
(va que si la fraccién de recombinacién es alta significa que estan alejados y no se
heredaran juntos por lo que el ligamiento sera muy bajo).

Datos omicos: es un neologismo proveniente del inglés (Omics) que en Biologia
Molecular se utiliza como sufijo para referirse al estudio de la totalidad o del
conjunto de algo, como genes, proteinas, o incluso las relaciones entre ellos. Este
sufijo deriva del griego -oma wpa. que indica conjunto o masa. Las principales dmicas
son la Gendmica, Protedmica, Epigenémica y la Transcriptémica.

Epigenomica: Relacién entre las influencias genéticas y ambientales que determinan
un fenotipo. El epigenoma estd formado por compuestos quimicos y proteinas que
pueden unirse al ADN y controlar la expresion genética seguin las necesidades
celulares. El ADN no cambia y es el mismo en todas las células del organismo, la
expresion diferencial de cada célula o de la misma célula segiin el ambiente es el
epigenoma(2).

Fenotipo: Expresiéon del genotipo en funcién de un determinado ambiente (1). Un
fenotipo es cualquier caracteristica, rasgo observable o medible de un organismo.
Algunos fenotipos estan determinados por multiples genes y ademas influenciados
por el medio ambiente. La presencia o ausencia de una enfermedad puede
considerarse un rasgo fenotipico.

Frecuencia alélica: también conocida como frecuencia génica es la proporcién
observada de un alelo especifico respecto al total que puede ocupar un locus
determinado en la poblacién (1).
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Gen: Conjunto de elementos del genoma que codifican para una proteina, junto con
los elementos que regulan su transcripcién a ARN mensajero

Genoma: Informacién genética que posee un organismo en particular. Es el conjunto
de genes de cada organismo. Se estima que el numero de genes codificantes de
proteinas en la especie humana (Homo Sapiens) rondan los 20.000 (3)

Genotipo: Son los dos alelos de una posicién concreta del genoma

GWAS: En genética, un estudio de asociaciéon del genoma completo (en inglés,
GWAS (Genome-wide association study) es un analisis de una variacién genética (o
millones de ellas) a lo largo de todo el genoma humano con el objetivo de identificar
su asociacién a un rasgo observable. Los GWAS suelen centrarse en asociaciones
entre los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y rasgos como las principales
enfermedades.

Haplotipos: alelos ubicados en loci muy préximos por lo que tienden a heredarse
juntos (1). Combinacién de alelos de diferentes loci de un cromosoma que son
transmitidos juntos.

Locus: plural es loci. Posicion fija en un cromosoma de un gen u otra secuencia de
ADN donde reside la informacién para un rasgo determinado(1).

LOD score: (Logarithm of the Odds). Un ligamiento de dos loci se asume cuando la
probabilidad a favor del ligamiento opuesta a la probabilidad en contra de ligamiento
es igual o superior que la relacion 1000 a 1 (10%1). El logaritmo de esta relaciéon se
llama LOD score. Cuanto mas cerca se encuentren dos loci uno del otro mas alto sera
el LOD score.

Modelo de umbral poligénico: Algunos rasgos que representan susceptibilidad
para enfermedades tienen una distribucién normal. Cuando la susceptibilidad
excede el umbral se presenta la patologia.

Polimorfismo genético: Un polimorfismo es una variacién en la secuencia
de un lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacién (1). Los
polimorfismos pueden ser variaciones de varios nucledtidos con multiples valores
alternativos o un Unico nucleétido con dos valores distintos, en este ultimo caso
hablamos de Single Nucleotide Polimorphism (SNP)

Quantitative Trait Locus (QTL): Zona del genoma de dimensién indefinida en la que
se sospecha la existencia de una o varias variantes que determinan la variacién de
un fenotipo en una escala cuantitativa continua.
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Recombinacion: La recombinacién genética es el proceso por el cual una hebra de
material genético (usualmente ADN, pero también puede ser ARN) se corta y luego se
une a una molécula de material genético diferente (1). Las células sexuales contienen
una copia del genoma, en lugar de las dos que contienen el resto de células del
organismo. Esta copia se realiza durante la meiosis cuando se cortan y pegan juntos
segmentos de ADN de gran tamano, lo que provoca que loci que principio estaban
alejados se copien juntos. La frecuencia de recombinacién es mayor cuanto mas
distancia haya entre loci.

SNPs: single nucleotide polymorphism. Variacién en la secuencia de ADN que afecta
a una base (o algunos nucleodtidos). Tiene que afectar por lo menos al 1% de la
poblacién. Constituyen el 90% de todas las variaciones genémicas humanas. Estas
variaciones pueden afectar a la respuesta de los individuos a enfermedades, téxicos,
virus, tratamientos,...

Transcriptomica: La ciencia que estudia la expresién del ADN. Los mecanismos que
actlian en su expresién constituyen la transcripcién. Algunos genes contienen las
instrucciones para la sintesis de proteinas, pero para que esto suceda estos genes
deben leerse y transcribirse en forma de ARNm. Estas “lecturas” de genes codificantes
se llaman transcritos y un transcriptoma es una coleccién de todas las lecturas de
genes presentes en una célula (4).
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RESUMEN

urnB
Universitat Autonoma
de Barcelona
Departament de Medicina

Programa de Doctorat en Cirurgia | Ciéncies Morfologiques

Titulo: Bases genéticas de la Enfermedad Venosa Crénica

Doctorando: José Maria Romero Carro

RESUMEN
Introduccion:

La enfermedad venosa crénica (EVC) es una de las patologias mas prevalentes en
nuestra sociedad, ocasionando importantes costes socioeconémicos y sanitarios.
Su etiologia es desconocida, proponiéndose factores de riesgo como la edad, sexo,
obesidad o antecedentes familiares. Clasicamente se ha dado como cierto el
componente familiar, pero su relacién con la enfermedad tromboembolica venosa
(ETEV) es controvertida. Pretendemos demostrar que existe suficiente evidencia para
confirmar el origen genético de la EVC y su relacién con la ETEV.

Justificacion Cientifica:

No existe hasta la fecha ningun estudio realizado en familias extensas donde se
demuestre origen genético de la EVC. No se ha podido demostrar la relacién genética
entre EVC y ETEV. Estos resultados pueden ofrecer un nuevo enfoque a ambas
patologias y nuevas vias de investigacion.

Hipdtesis:

e La EVC es una enfermedad multifactorial y compleja cuyo desarrollo y
progresion depende de factores ambientales y genéticos, siendo los factores
genéticos el elemento preponderante.

e Existen variantes genéticas concretas asociadas a un aumento del riesgo
de EVC.

e Existe una relaciéon entre la EVC y la ETEV con una base genética comun
que influye en la predisposicién a padecer ambas patologias.

Objetivos:

e [Estimar la heredabilidad de la EVC en un estudio de familias extensas.
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e Identificar genes que participen en la variabilidad de fenotipos, asociados
a la predisposicién a presentar EVC, mediante el anélisis del genoma
completo.

e Realizar un analisis de asociacién de todo el genoma, determinando el
mecanismo de accién de las variantes genéticas identificadas.

e Analizar las correlaciones genéticas y ambientales entre la EVC y la ETEV
utilizando fenotipos intermediarios relacionados.

Diseno del estudio:

Estudio de cohortes en familias extensas prospectivo, observacional, analitico y
unicéntrico. Para los estudios genéticos en familias extensas no se puede calcular el
tamano muestral ya que no podemos prever los efectos ni los genes implicados en
la patologia estudiada.

Resultados:

La muestra consisti6 en 895 individuos. Fueron diagnosticados de EVC 60, 39 mujeres
(65%) v 21 hombres (35%). Entre las variables poblacionales analizadas mostraron
una relacion estadisticamente significativa con la EVC la edad (p=2,3x10%), y el sexo
(p=0,008). La heredabilidad (h? de la EVC fue del 78% (p=2,75x10%). En los fenotipos
de la hemostasia se correlacionaron genéticamente la antitrombina III (ATIIIf) (Rhog
=-0,444; p = 0,0045), la creatinina (Rhog = 0,29; p =0,04) y la vitamina B12 (Rhog =
0,16; p = 0,048). Se encontro una significacion estadistica con los SNPs relacionados
con la coagulacion y el sistema ABO: rs5985 (p = 0,016), 15657152 (p=0.009), 1511925694
(p=0.016), 1510965243 (p=0.016), 15932206 (p=0.03), 157901695 (p=0.03), 152036914
(p=0.03). La presencia del alelo A del gen ABO se relaciona con EVC (9.42% vs 3.48%,
p=0.002), si son dos alelos A aumenta la prevalencia (12.15% vs 8.67%, p=0.012).
Los portadores de un alelo O tuvieron menos EVC que los que no tienen ninguno
(5.76% vs 11.8%, p=0.0032), el efecto es aditivo, la presencia de dos alelos O tenia un
efecto protector mayor (3.83% vs 7.06%, p=0.00042). En el Estudio de Asociacién de
todo el Genoma (GWAS) se analizaron 10.333.120 SNPs, de ellos 16 mostraron una
significacién estadistica con una p=107. Se encontr6 una clara correlacién genética
entre la EVC yla ETEV (pg = 0.80, con una p = 0.0069).

Conclusiones:

Los resultados obtenidos confirman una heredabilidad de la EVC del 78%, una de las
mas altas conocidas, demostrando la importancia del componente genético en su
etiologia.

La ausencia de genes directamente relacionados con la aparicién de la EVC parece
indicar la presencia de interacciones de multiples factores genéticos a pequena
escala. La gran correlacién genética hallada entre EVC y ETEV indica la existencia de
un sustrato genético comun entre ambas patologias.
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unB
Universitat Autonoma
de Barcelona
Departament de Medicina

Programa de Doctorat en Cirurgia | Ciéncles Morfologiques

Titol: Bases genétiques de la Malaltia Venosa Cronica

Doctorant: Josep Maria Romero Carro

RESUM

Introduccio:

La malaltia venosa cronica (EVC) és una de les patologies més prevalents a la nostra
socletat, ocaslonant importants costos socloeconomics 1 sanitaris. La seva etiologia
és desconeguda, i es proposa factors de risc com l'edat, el sexe, l'obesitat o els
antecedents familiars. Clasicament s'ha donat com a cert el component familiar,
perd la seva relacié amb la malaltia tromboembodlica venosa (ETEV) és controvertida.
Pretenem demostrar que hi ha prou evidencia per confirmar l'origen genetic de I'EVC
ilarelacié amb I'ETEV.

Justificacio Cientifica:

No hi ha fins ara cap estudi realitzat en families extenses on es demostri origen
genetic de I'EVC. No hem pogut demostrar la relacié genetica entre EVC i ETEV.
Aquests resultats poden oferir un nou enfocament a les dues patologies i noves vies
de recerca.

Hipotesi:

e L'EVC és una malaltia multifactorial i complexa el desenvolupament i la
progressi6 de la qual depen de factors ambientals 1 genetics, 1 els factors
genetics son l'element preponderant.

e Hihavariants genetiques concretes associades a un augment del risc d'EVC.

e Hi ha una relaci6 entre I'EVC i I'ETEV amb una base genetica comuna que
influeix en la predisposici6 a patir les dues patologies.

Objectius:

e Estimar l'heretabilitat de I'EVC a un estudi de families extenses.
e Identificar gens que participin a la variabilitat de fenotips, associats a la
predisposici6 a presentar EVC, mitjancant l'analisi del genoma complet.

29



Bases genéticas de la enfermedad venosa crénica

e Realitzar una analisi d'associacié de tot el genoma, determinant el
mecanisme d’accié de les variants genetiques identificades.

e Analitzar les correlacions genetiques i ambientals entre I'EVC i I'ETEV
utilitzant fenotips intermediaris relacionats.

Disseny de I'estudi:

Estudi de cohorts en families extenses prospectiu, observacional, analiticiunicentric.
Per als estudis genetics en families extenses no es pot calcular la mida mostral, ja
que no podem preveure els efectes ni els gens implicats en la patologia estudiada.

Resultats:

La mostra va consistir en 895 individus. Van ser diagnosticats de EVC 60, 39 dones
(65%) 1 21 homes (35%). Entre les variables poblacionals analitzades van mostrar
una relacié estadisticament significativa amb I'EVC l'edat (p=2,3x10%), i el sexe
(p=0,008). L'heretabilitat (h? de I'EVC va ser del 78% (p=2,75x10%). En els fenotips de
I'hemostasia es van correlacionar genéticament l'antitrombina III (ATIIIf) (Rhog =
-0,444; p = 0,0045), la creatinina (Rhog = 0,29; p = 0,04) i la vitamina B12 (Rhog = 0,16;
p = 0,048). Es va trobar una significacié estadistica amb els SNPs relacionats amb
la coagulaci¢ i el sistema ABO: 155985 (p = 0,016), 15657152 (p=0.009), rs11925694
(p=0.016), 1510965243 (p=0) ), rs7901695 (p=0.03), 152036914 (p=0.03). La presencia
de l'al-lel A del gen ABO es relaciona amb EVC (9.42% vs 3.48%, p=0.002), si sén dos
al-lels A augmenta la prevalenca (12.15% vs 8.67%, p=0.012). Els portadors d'un al-lel
O van tenir menys EVC que els que no en tenen cap (5.76% vs 11.8%, p=0.0032),
l'efecte és additiu, la presencia de dos al-lels O tenia un efecte protector més gran
(3.83% vs 7.06%, p=0.00042). A I'Estudi d'Associacié de tot el Genoma (GWAS) es van
analitzar 10.333.120 SNPs, dels quals 16 van mostrar una significacié estadistica amb
una p=10-7. Es va trobar una correlaci6 genetica clara entre l'EVCil'ETEV (pg = 0.80,
amb una p = 0.0069).

Conclusions:

Els resultats obtinguts confirmen una heretabilitat de I'EVC del 78%, una de les
més altes conegudes, demostrant la importancia del component genetic a la seva
etiologia.

L7absencia de gens directament relacionats amb 1?aparicié de 1?EVC sembla indicar
la presencia d?interaccions de multiples factors geneétics a petita escala. La gran
correlacié genetica trobada entre EVC 1 ETEV indica que hi ha un substrat genetic
comu entre les dues patologies.
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SUMMARY

Introduction:

Chronic venous disease (CVD) is one of the most prevalent pathologies in our
society, causing significant socioeconomic and health costs. Its etiology is unknown,
proposing risk factors such as age, sex, obesity or family history. Classically, the
familial component has been considered true, but its relationship with venous
thromboembolic disease (VTED) is controversial. We intend to demonstrate that
there is sufficient evidence to confirm the genetic origin of CVD and its relationship
with VTE.

Scientific Justification:

To date, there is no study carried out in extended families that demonstrates the
genetic origin of CVD. The genetic relationship between CVD and TEEV has not been
demonstrated. These results may offer a new approach to both pathologies and new
avenues of research.

Hypothesis:

e (VD is a multifactorial and complex disease whose development and
progression depend on environmental and genetic factors, with genetic
factors being the predominant element.

e There are specific genetic variants associated with an increased risk of CVD.

e Thereis arelationship between CVD and VTE with a common genetic basis
that influences the predisposition to suffer from both pathologies.

Goals:

e Estimate the heritability of CVD in a study of extended families.

e Identify genes that participate in the variability of phenotypes, associated
with the predisposition to present CVD, through the analysis of the complete
genome.
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e Perform an assoclation analysis of the entire genome, determining the
mechanism of action of the identified genetic variants.

e Analyze the genetic and environmental correlations between CVD and VTE
using related intermediate phenotypes.

Study design:

Cohort study in extended families prospective, observational, analytical and single
center. For genetic studies in extended families, the sample size cannot be calculated
since we cannot predict the effects or the genes involved in the pathology studied.

Results:

The sample consisted of 895 individuals. 60 were diagnosed with CVD, 39 women
(65%) and 21 men (35%). Among the population variables analyzed, age (p=2.3x10),
and sex (p=0.008) showed a statistically significant relationship with CVD. The
heritability (h?) of CVD was 78% (p=2.75x10%). Antithrombin III (fATIII) (Rhog = -0.444;
p =0.0045), creatinine (Rhog = 0.29; p = 0.04), and vitamin B12 (Rhog = 0.16, p = 0.048).
Statistical significance was found with the SNPs related to coagulation and the ABO
system: 1s5985 (p = 0.016), rs657152 (p = 0.009), rs11925694 (p = 0.016), 1510965243 (p
= 0.016), rs932206 (p = 0.03). ), 157901695 (p=0.03), rs2036914 (p=0.03). The presence
of the A allele of the ABO gene is related to CVD (9.42% vs 3.48%, p=0.002), if there
are two A alleles the prevalence increases (12.15% vs 8.67%, p=0.012). Carriers of one
O allele had fewer CVDs than those without (5.76% vs 11.8%, p=0.0032), the effect is
additive, the presence of two O alleles had a greater protective effect (3.83% vs 7.06%,
p=0.00042). In the Genome-Wide Association Study (GWAS), 10,333,120 SNPs were
analyzed, of which 16 showed statistical significance with p=10-7. A clear genetic
correlation was found between CVD and VTE (pg = 0.80, p = 0.0069).

Conclusions:

The results obtained confirm a heritability of CVD of 78%, one of the highest known,
demonstrating the importance of the genetic component in its aetiology.

The absence of genes directly related to the appearance of CVD seems to indicate
the presence of interactions of multiple genetic factors on a small scale. The great
genetic correlation found between CVD and VTE indicates the existence of a common
genetic substrate between both pathologies.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Dos caracteristicas anatémicas del ser humano han sido muy importantes en la
evolucién de nuestra especie. La primera ha sido la anatomia de la mano que nos
permite usar la pinza con el pulgar, haciendo posible el desarrollo de tecnologias que
han ayudado a nuestra evolucién como especie. La segunda es la bipedestacion. Asi
la posicién erecta permitié a los hominidos una relacién diferente con su entorno,
liberando sus extremidades superiores para poder usarlas en la fabricaciéon de
herramientas ayudandoles a adaptarse al medio. No obstante, la posicién erecta
trajo consigo la apariciéon de una patologia nueva, la enfermedad venosa crénica
(EVC) por el efecto de la gravedad sobre la columna de presion hidrostatica en el
sisterma venoso.

La EVC agrupa una serie de manifestaciones clinicas que van desde problemas
puramente estéticos, varices y edema hasta lesiones tisulares con importante
repercusion en la calidad de vida del paciente.

1.1 CONCEPTOS ANATOMICOS

El sistema venoso es el encargado de retornar la sangre desde los tejidos hasta las
cavidades derechas del corazén. En las extremidades inferiores existen dos circuitos
venosos en paralelo: el sistema venoso profundo (SVP) y el sistema venoso superficial
(SVS), ambos interconectados por un tercer sistema, el de las venas perforantes
(VVPP)(5, 6).

El sistema venoso profundo es la via principal de retorno del sistema venoso y en
condiciones normales es el responsable del retorno del 90% de la sangre al corazon.
Sus venas estan incluidas entre la musculatura (intraaponeurdticas) y siguen el
trayecto del sistema arterial con el que comparten denominacién. En la pierna
solemos encontrar dos venas acompanando a la arteria mientras que en el muslo
suele haber una Unica vena (5, 6).

El sistema venoso superficial siempre discurre en un plano superficial respecto a las
aponeurosis y drenan el 10% de la sangre venosa de la extremidad inferior. Existen
tres sistemas principales.

1. Elsistema de la vena safena interna (7) o safena magna que nace en las venas
de la planta del pie, formando un tronco Unico a nivel de la parte anterior del
maléolo interno. Es la vena maés larga del cuerpo humano, siendo su didmetro
normal de unos 6 mm a nivel del cayado, y posee entre 6 y 14 valvulas, situadas
a intervalos de unos 10 cm. En este largo trayecto recibe numerosas colaterales
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tanto del sistema safeno externo como de venas perforantes. Se extiende hasta
la ingle, donde se une a la vena femoral a través de la fosa oval, 2-3 cm por
debajo del ligamento inguinal, a esta estructura se le conoce como cayado
safeno-femoral (5, 6).

2. El sistema de la vena safena externa (VSE) o safena parva se origina en las
venas del pie, formandose un tronco Unico en la zona posterior del maléolo
externo. Se extiende por la parte posterior de la pierna, recibiendo perforantes
y colaterales, hasta drenar en la vena poplitea a nivel del hueco popliteo
formando el cayado safeno-popliteo. (5, 6).

3. El sistema comunicante o de la venas perforantes es el encargado de conducir
la sangre del sistema superficial al profundo, perforando la aponeurosis.
Existe una gran variacién anatémica en su numero y su localizacién, excepto
para los dos sistemas perforantes méas importantes que son el cayado de la
safena interna a nivel inguinal y el cayado de la vena safena externa a nivel
retrogenicular ya que estas perforantes tienen una anatomia muy constante.

Las valvulas venosas son una de las caracteristicas de las venas de las extremidades
inferiores (EEII), facilitando el retorno venoso al asegurar la correcta direccién y
sentido del flujo venoso. Desde el punto de vista anatomo-patolégico las valvulas
son las principales responsables de los trastornos venosos. Aparecen hacia el tercer
mes de gestacién y suelen ser bictspides. Tienen forma céncava y estan tapizadas
de endotelio. El flujo venoso en sistole muscular se dirige hacia la parte convexa de
la véalvula, abriéndola y permitiendo el paso del flujo. Cuando se produce el reflujo
venoso en didstole muscular, el flujo venoso incide en la parte céoncava de la valvula
cerrandola. Encontramos valvulas de primer orden, con paredes muy resistentes,
y las de segundo orden, con paredes mas débiles. También las clasificamos en
parietales (en el trayecto del vaso) u ostiales (en los confluentes) (5, 6).

1.2 TERMINOLOGIA FLEBOLOGICA

Es indispensable el uso de una terminologia uniforme para hablar de la patologia
venosa, para permitir el desarrollo de vias de investigacién que puedan intercambiar
y comparar resultados, asi como un lenguaje comun libre de interpretaciones
subjetivas.

Es la aparicién del VEIN-TERM (8) redactado con la colaboracién del American Venous
Forum, el European Venous Forum, la International Union of Phlebology, el American College
of Phlebology vy la International Union of Angiology, en febrero del 2009, el que pone las
bases para el uso uniforme de los términos venosos. Las definiciones y conceptos
mas importantes y que se repetiran durante este trabajo son:
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Trastorno venoso cronico. Este término incluye todo el espectro de alteraciones
del sistema venoso, tanto morfolégicas como funcionales.

Enfermedad venosa cronica (EVC). Cualquier alteracién morfoldgica o funcional
del sistema venoso de larga duracién y manifestada por cualquiera de sus
signos y/o sintomas, indicando la necesidad de estudios y/o tratamiento.

Insuficiencia venosa cronica (IVC). Este término se reserva para estadios avanzados
de la EVC. Esto corresponderia a alteraciones funcionales del sistema venoso
que cursan con edema, cambios cutaneos o Ulceras venosas. Este término se
reserva para los casos de mayor gravedad.

Sintomas venosos. Molestias relacionadas con la enfermedad venosa, que pueden
incluir hormigueo, dolor, ardor, calambres musculares, hinchazén, sensacién de
pulsatilidad o pesadez, prurito cutaneo, piernas inquietas o cansadas. Aunque
no son patognomonicos, estos pueden ser sugestivos de EVC, en particular si se
ven agravados por el calor o la bipedestacién a lo largo del dia, y se alivia con
el reposo de la pierna y / o elevacién. Dado que estos sintomas pueden ser muy
subjetivos, es importante realizar estudios diagndsticos objetivos para poder
atribuirlos a problemas venosos.

Signos venosos. manifestaciones visibles de trastornos venosos, que incluyen
venas dilatadas (telangiectasias, venas reticulares, venas varicosas), edema de
la pierna, cambios en la piel, tlceras.

Sindrome postrombatico (SPT). Conjunto de signos y/o sintomas venosos crénicos
como consecuencia de una trombosis venosa profunda (TVP) y sus secuelas.

Incompetencia valvular venosa. Disfuncion de la valvula venosa que provoca el
flujo venoso retrégrado de duracién anormal.

Reflujo venoso. Flujo venoso retrégrado con un tiempo de reflujo mayor de
500 milisegundos (0,5 segundos) en safenas, tibiales, femoral profunda y
perforantes y un tiempo de 1 segundo en femoral comun y poplitea, segin los
criterios publicados por la American Venous Forum (9)

e Primario: Causado por disfuncién valvular idiopéatica.

e Secundario. Causada por trombosis, traumatismos, o por etiologia térmica,
quimica o mecanica.

e (Congénito: causada por la ausencia o desarrollo anormal de las valvulas
Venosas.

37



Bases genéticas de la enfermedad venosa crénica

1.3 CLASIFICACION

La EVC comprende una gran cantidad de signos y sintomas, los cuales provocan una
multitud de cuadros clinicos que difieren tanto en el origen como en la gravedad de
la afectacién.

La clasificacion CEAP, acrénimo de clinica (C), etiologia (E), anatomia (A) y
patofisiologia (P) permite clasificar la EVC, ofrece un estandar para realizar el
diagnostico, permitiendo el estadiaje de la afectacién ofreciendo una escala de
gravedad (Figura 1). Es ademés una herramienta que permite mejorar el intercambio
cientifico al ofrecer un lenguaje comun a los investigadores (10-13). Publicada por
Porter et al. en el anio 1995 (10), esta clasificacién ha sufrido diversas modificaciones
y mejoras. En el afo 2003 se recogieron las conclusiones de la reuniéon del consenso
realizado en Roma en el afio 2001(11, 13). La Gltima revision oficial fue publicada por
B. Eklof en el anio 2004 (12).

La clasificacién CEAP incluye todos los grados de la patologia venosa, tanto
morfolégicos como funcionales segiin el esquema siguiente:

La letra ¢ evalda los hallazgos clinicos
C0  no hay signos wvisibles o palpables de lesién venosa
C1 presencia de telangiectasias o venas reticulares
CZ  wvarices
C3  edema

C4  cambios cutdneos relacionados con la patologia venosa (p.Ej: pigmentacidn, lipodermatosclerosis...) sin ulceracian
4a Pigrmentacidn o eccerna
4b Lipodermatoesclerosis o atrofia blanca: mavor predisposiciaon para el desarrollo de dlceras venosas

C5  cambios cutdneos con dlcera cicatrizada
C6  cambios cutdneos con dlcera activa
Después del ndmero se escribe la letra "A" si el paciente estd asintormatico v "S" si presenta sintomas
La letra £ se refiere a la etiologia
Ec enfermedad congénita
Ep enfermedad primaria o sin causa conocida
Es enfermedad secundaria o con causa conocida {p. Ej: postraumatismo, Sindrome Postrombitico...)
La A describe los hallazgos anatdriicos encontrados con el Eco-Doppler.
Wenas superficiales (As)*
venas profundas (Ap)*
Wenas perforantes®
* Se afiade un ndrnero en funcion de la vena afectada
La & hace referencia a la fisiopatologia
PR reflujo
PO abstruccidn
FPR,2 ambos

Figura 1: Clasificacion CEAP. Adaptado de Eklof ('
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En la clasificacién CEAP, la “C” de clinica es la mas utilizada, llegando a ser utilizada
en la practica clinica habitual como el tnico apartado, sin tener en cuenta los demas.
La definicién dela clase clinica es el primer paso para llegar a un plan de tratamiento.
Determina la necesidad de realizar més estudios, ya que en los casos leves se podria
optar por un tratamiento conservador mientras que en estadios avanzados obliga a
realizar pruebas diagnosticas encaminadas a su reparacién quirdrgica.

Segun la Gltima revision de la clasificacién del afio 2004(12) se define como:
e (0. La ausencia de signos visibles o palpables de enfermedad venosa.

e C1.La presencia de:
e Teleangiectasia o arania vascular. “Vena intradérmica dilatada de menos de 1
mm”.
e Vena reticular. “Vena subdérmica azulada y tortuosa ,de 1 a 3 mm”.
e Corona flebostdsica o “corona Phlebectatica”. “Se refiere a la aparicién, en
forma de “abanico” o “corona” de numerosos venas de pequetio calibre,
intradérmicas, en la cara medial o caras laterales de tobillo y pie. Se cree

que se trata de un signo temprano de enfermedad venosa”.

e (C2. La presencia de:
e Vena varicosa: “Vena subcutanea dilatada de 3 mm de didmetro o mas, con
el paciente en bipedestacién. Puede afectar a las venas safenas o a sus
colaterales”.

e (3. La presencia de:
® FEdema: “Acumulacion de liquido a nivel subcutaneo intersticial. El nivel
de afectacion es de distal a proximal, empezando por el tobillo y puede
afectar a toda la extremidad”.

* (4. La presencia de cambios en la piel y/o en el tejido celular subcutaneo
secundarios a la enfermedad venosa crénica. Se subdivide en dos grupos como
consecuencia de la diferencia de gravedad que suponen las dos categorias:

e (C4da:

e Pigmentacion. “Coloracién ocre del tejido cutdneo y subcutaneo
secundaria a la extravasacién de elementos formes sanguineos con
depositos de hemosiderina”.

e FEccema: “Lesion roja, descamativa y pruriginosa que se localiza en los
trayectos varicosos y sobretodo en los tercios inferiores de la piernas,
sobre las zonas maleolares internas”.
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e (C4b:

e Lipodermatoesclerosis: “Inflamaciéon con fibrosis de la piel y del
tejido celular subcutaneo de la pierna que se puede acompanar de
degeneracién o contractura de los tejidos profundos, con pigmentacién
pardusca y oscurecimiento de la piel”.

e Atrofia blanca: “Lesién cutanea dermoepidérmica caracterizada por la
presencia de tejido atréfico cicatricial de color blanquecino rodeado
de halo hiperpigmentado y acompanado de algunas teleangiectasias,
que suele aparecer en las zonas maleolares. No debe confundirse con
la Ulcera cicatrizada”.

e (5. La presencia de:
e Ulcera venosa curada: cuando el paciente presenté una solucién de
continuidad en la piel de causa venosa (Ulcera venosa) pero que en la
actualidad esta curada.

e (C6.La presencia de :

e Ulcera venosa activa: Es la lesion mas grave de la patologia venosa. “Existe
una solucién de continuidad de los tejidos, mas frecuentemente en regién
supramaleolar interna, de bordes irregulares y fondo mamelonado, y que
acostumbra a estar rodeada de hiperpigmentacién y/o eccema. Es dolorosa,
irregular, con tendencia a la infeccién, la persistencia y la recidiva”.

Después de definir la clasificaciéon clinica, subclasifica el estado clinico como
sintomatico (S) o asintomatico (A). Esta sintomatologia suele empeorar con el calor,
con la bipedestacién prolongada y a medida que avanza el dia. El definir el estado
sintomatico del individuo es un punto de extrema importancia en la practica clinica
habitual ya que es una herramienta para priorizar la atencién de los pacientes.

El apartado “E” se refiere a la “Etiologia”

e Ep: Nos referimos a primaria cuando no existe desencadenante conocido.

e Es: Nos referimos a secundaria cuando la causa es conocida, como por ejemplo
una malformacién venosa o por una TVP.

e En: Cuando no encontramos una causa venosa que justifique el cuadro.
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La “A” define la “Anatomia”, describiendo las venas que estan afectadas a lo largo de
la extremidad.

e Venas Superficiales:
1.- telangiectasias o venas reticulares
2.- vena safena interna por encima de la rodilla
3.- vena safena interna por debajo de la rodilla
4.- vena safena externa
5.- sistema no safeno

e Venas profundas (Deep)
6.-vena cava inferior
7.-vena iliaca comun
8.-vena iliaca interna
9.-vena iliaca externa

10.-venas pélvicas y gonadales
11.- vena femoral comun

12 vena femoral profunda

13.- vena femoral superficial
14.- vena poplitea

15.- venas crurales

16.- venas del soleo

e Venas Perforares
17.- muslo
18.- pantorrilla

Finalmente, la “P” define la fisiopatologia (en inglés Pathophysiology), la causa de la
hipertensién venosa:

e Reflujo (Pr),

e Obstruccién (Po)

e Reflujo y obstruccién (Pr,o)

A pesar de las ventajas ya comentadas del uso de la clasificacién CEAP, existen una
serie de inconvenientes que dificultan su uso diario. Estamos ante una clasificacién
compleja con 7 clases clinicas, 18 segmentos anatémicos, con la necesidad de
descartar por ecodoppler la presencia de reflujos u obstruccién, con 4 tipos de
etiologia y la necesidad de realizar ecodoppler por personal especializado.

Como ejemplo, si tenemos un paciente con varices, edema, lipodermatosclerosis
y dolor, con un ecodoppler con reflujo del cayado de la vena safena interna con
perforantes incompetentes a nivel de la pantorrilla, sin antecedentes de TVP, su
clasificacion CEAP seria: C2,3,4b,S, Ep,As,p, Pr2,3,18. Otro inconveniente es que es
estatica en el tiempo, es decir, un paciente con una Ulcera curada siempre sera
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C5, y un paciente operado y asintomatico serd CO a pesar de haber tenido varices.
La escasa reproducibilidad de la clasificacién es asi mismo otro problema ya que,
segun Uhl (14), la variaciéon intraobservador en la clase C2 mostré una discrepancia
del 25% y en la clase C5 del 12%. En la variacién interobservador en la clase C0-C1
y C1-C2 se encontré una discrepancia del 24% y en la clase C5 una discrepancia del
7%. Es por estas cuestiones que en 2004 (12) se revisoé la clasificacién mejordndola y
simplificandola con su versién resumida “BASIC CEAP”, en donde se limita la clase
clinica C al grado mas severo y la anatomia la divide en S para afectacién del sistema
superficial, D para el profundo y P para el perforante.

1.4 CONCEPTOS FISIOPATOLOGICOS

Las varices primarias son el resultado de la dilatacién venosa en ausencia de
antecedentes de trombosis venosa profunda (TVP) o cualquier otra etiologia. Se
relacionan con el 90% de las varices. Las varices secundarias suelen ser el resultado
de una TVP previa, donde la recanalizacion del trombo lesiona las valvulas venosas
o de una malformacién venosa congénita.(15)

Existen varias teorias para explicar la EVC pero la mas aceptada y extendida es la
afectacion de las valvulas venosas(16). La disfuncién valvular primaria puede causar
reflujo venoso, aumento de la presién hidrostatica venosa, hipertensién venosa
crénica y dilatacion de la pared venosa. Es esta hipertension la responsable de la
EVC (17).

Podemos hallar tres tipos de células predominantes en las principales capas de la
pared de la vena. Las células endoteliales (CE), que recubren la tunica intima, las
células musculares lisas (CML), en la tinica media, y los fibroblastos que se hallan
dentro de la adventicia. Estas células tienen la capacidad de responder a diferentes
estimulos. Uno de los mas importantes es la distensién mecanica provocada por
la hipertensién, lo que en condiciones fisiolégicas permite almacenar importantes
volumenes de sangre, en condiciones patologicas provoca una cambio en las
caracteristicas funcionales y fisiologicas de la pared de la vena. A este fendémeno se
le conoce como remodelado vascular. Esta remodelacién comprende alteraciones
en la migracién, la proliferacion y la apoptosis de las CE y CML, asi como cambios
en la sintesis y degradacion de la matriz extracelular (ECM) (18). La hipertension
venosa mantenida provoca el aumento de la expresiéon y/o actividad de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP). Los miembros de la familia MMP incluyen
colagenasas, gelatinasas, estromalisinas, matrilisinas, MMP de tipo membrana
y otros. Las MMPs son conocidas por degradar varios componentes de la matriz
extracelular (ECM) y también pueden afectar al endotelio y el musculo liso vascular,
causando cambios en los mecanismos de relajacién y contraccién de la vena. La
lesién de las CE también desencadena la infiltracion de leucocitos y la activacién de
factores de la inflamacion, lo que conduce al dano de la pared venosa.
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1.5 EPIDEMIOLOGIA

Una revisién sisteméatica publicada en 2021 con més de 300.000 adultos en 6
continentes estima la prevalencia de EVC segun la clasificacién CEAP en: C2 19%,
C3: 8%, C4: 4%, C5: 1% y C6: 0.4%. Casi un tercio de la poblacién presenta signos de
EVC (19).

Conocer con exactitud el impacto epidemiolégico de la EVC es muy complejo debido
a las dificultades que se pueden plantear durante su estudio, como por ejemplo, la
heterogeneidad de las poblaciones, el disefio del estudio, los métodos diagnosticos o
las definiciones terminolégicas. Otro factor que puede provocar una infraestimaciéon
de la prevalencia es la falta de solicitud de atencién médica por parte del afectado,
ya que en muchos casos las molestias no son invalidantes y la presencia de varices
es percibida como un problema de indole estética. Otro factor es la metodologia que
se utilice para realizar los estudios. No serad lo mismo utilizar encuestas telefénicas,
valoracién en atencién primaria o la valoracién por un especialista en Angiologia
y Cirugia Vascular, ya que dependiendo del sistema que utilicemos para recoger la
informacion, ésta sera mas o menos rigurosa como veremos mas adelante. A pesar
de estos inconvenientes, veremos a continuacién diferentes estudios que confirman
la importancia de la prevalencia de la EVC en nuestra sociedad.

1.5.1 Epidemiologia en Espafa

Los primeros estudios realizados en Espana sobre EVC en extremidades inferiores
fueron realizados por el Dr. Jiménez Cossio (1977), el Dr. Varela Irijoa (1985) y el Dr.
Pefiafiel (1990)(20-22).

El estudio RELIEF (23), realizado en el ambito de la atencién primaria entre los anos
1997 y 1998, incluy6 a 624 pacientes con clinica compatible de EVC, de los cuales
se seleccionaron a 482. Se realizd anamnesis, exploracion fisica y exploracion
hemodinamica con doppler continuo. El 35,7% presentaron varices, siendo el 87,8%
de los casos mujeres. Destaca que el 66,2% de los pacientes no habian recibido
ningun tratamiento previo.

En afio 2001 se publicd el estudio DETECT-IVC (24), un estudio epidemioldgico
transversal en el que se incluyeron 21.566 pacientes seleccionados por 1068 médicos
de atencién primaria y que fueron supervisados por 20 angidlogos. Se les realizé una
anamnesis clinica, clasificando a los sujetos segun las grados clinicos de la CEAP.
El 44% de los pacientes presentaron varices tronculares, edema el 20,5%, cambios
troficos el 18,5% y ulcera venosa el 2,6%. E1 57,3% de los pacientes reclutados (y
un 79,3% de los que habia referido algiin sintoma o signo) presentaba algin signo
de enfermedad venosa cronica. En el ano 2008 se publicé la continuacién de este
estudio, el DETECT-IVC 2 (25), donde el principal objetivo era comparar los datos
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con el estudio publicado en el 2001. Siguiendo la misma metodologia, se reclutaron
16.770 individuos.

En el afio 2013 se publicé en nuestro pais el Estudio C-VIVES (26), en el que se
investigaron a 1.650 pacientes de atencién primaria, a los que se aplicaron los
cuestionarios CEAP y Venous Clinical Severity Score. Los pacientes incluidos tenian
que presentar algun signo o sintoma de insuficiencia venosa en el momento de la
encuesta. Los grados clinicos detectados fueron CO de la CEAP 3,3%, C1 15,6%, C2
21,0%, C3 22,9%, C4 23,6%, C5 8,7% y C6 4,5%.

En el estudio VEIN CONSULT llevado a cabo por el Dr. Escudero y el Dr. Bellmunt
(27) colaboraron 999 médicos de Atencién Primaria, que reclutaron 20 pacientes
consecutivos cada uno de ellos, independientemente del motivo de consulta, y
finalmente se estudiaron 19.800 pacientes. Se detecté una prevalencia de EVC del
48,5%.

1.5.2 Costes socio-sanitarios

Tal como plantea en su investigacion Marinel.lo (28), la realizacién de un estudio de
costes en una patologia como la EVC plantea varias dificultades. Asi pues, estamos
ante una patologia con un amplio espectro clinico, donde coexisten desde problemas
puramente estéticos hasta patologia con una grave afectacién de la calidad de vida.
Ademaés, resulta dificil valorar los costes teniendo en cuenta los diferentes modelos
de gestién sanitaria, tanto publicos como privados. A pesar de las limitaciones
comentadas, existen datos contrastados que confirman el alto coste econémico de
esta patologia, presentando cifras que pueden parecer incluso exageradas.

En EE.UU. los costes que provoca la EVC ascienden a un billén de délares al ano. En
Inglaterra el 2% del presupuesto anual de sanidad se gasta Unicamente en tratar la
ulcera de etiologia venosa, estimandose entre 1.488 y 2.289 euros el coste anual de
cada ulcera venosa (29, 30). En un estudio realizado en Francia en 2001, concluye que
el coste de un tulcera de 6 meses de evolucién es de 888 euros, siendo el 64% por el
tratamiento hospitalario, el 33% tratamiento extrahospitalario y el 3% en conceptos
laborales (31). En el 2003 Simka publica sus resultados, estimando el coste de la EVC
y de la ulcera venosa entre el 1.5% y el 2% del presupuesto anual de los sistemas de
salud en Europa (32).

Estos costes pueden estar infraestimados por diferentes motivos. La diversidad de
sistemas sanitarios en una misma sociedad, como el publico o el privado, puede
dificultar conocer el gasto atribuible a la EVC. La dificultad para obtener los registros
de actividad en la practica privada afecta especialmente a la EVC por ser una
patologia muy susceptible de ser atendida en ese sistema sanitario. Otro aspecto es
el gasto en el componente estético que muchas veces no se atribuye a la EVC.
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Tal como indica el concepto de enfermedad crénica, estamos ante una enfermedad
que no tiene tratamiento curativo. Actualmente la medicina ofrece dos tipos de
tratamientos, el conservador y el quirtrgico. El tratamiento conservador consistente
en el uso de medias elasticas, vendajes, apdsitos, medicamentos fleboténicos y
medidas higiénico dietéticas. Todos ellos cuentan con una moderada evidencia
cientifica (33, 34), que ha llevado a nuestro gobierno, con el Real Decreto-Ley 16/2012,
a retirar los fleboténicos de la cartera de medicamentos con subvencion.

El tratamiento quirurgico comprende multitud de técnicas, desde el arrancamiento de
la vena safena interna, pasando por la ablacion térmica con LASER o radiofrecuencia
o incluso con vapor de agua, la ablacién quimica y otros métodos quirtrgicos
(35). Todos estos tratamientos tienen una tasa de recidiva muy alta. El 20% de las
intervenciones por varices son reintervenciones. Las tasas de recidiva son del 6.6% al
37% a los 2 anos y mas del 51% a los 5 anos, pero se han publicado tasas de recidiva
del 70% a los 10 afios (9). Lo que tienen en comun estos dos tipos de tratamiento es
que se centran en las consecuencias de la EVC, ya sean varices o Ulceras, pero no se
centran en las causas de esta patologia. Si nos fijamos en las publicaciones sobre
EVC la gran mayoria investigan en su tratamiento y no en buscar su origen.

1.6 DIAGNOSTICO

Podemos diagnosticar la EVC mediante una anamnesis y una exploracion fisica
cuidadosas. Seguir esta metodologia para el diagnéstico de la EVC estd sujeto a la
subjetividad del profesional que la realiza y puede dar lugar a una gran variabilidad
en los criterios diagnésticos. Los estudios que siguen esta metodologia pueden tener
problemas metodolégicos a la hora de diagnosticar y clasificar esta patologia. Una
de las ventajas de utilizar la clasificacién CEAP, es que obliga a realizar una prueba
objetiva como es el ecodoppler venosoy a seguir la misma nomenclatura.

El American Venous Forum aconseja, con un grado 1A de recomendacion, la realizacién
de un ecodoppler venoso como primera prueba diagnostica en pacientes con patologia
venosa (9).

Estamos ante una técnica no invasiva, barata, efectiva y eficiente, que depende
unicamente de la pericia del explorador. Para llevar a cabo la exploracién ecografica
del paciente es importante establecer una metodologia a seguir y disminuir este tipo
de sesgo.
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1.7 FACTORES DE RIESGO

Diferentes factores se han relacionado con la propensiéon a presentar EVC. Los mas
importantes son la edad, sexo, embarazo, obesidad, ortostatismo, tratamientos
hormonales, historia familiar y los antecedentes de TVP (19, 36-42).

1.7.1 Edad

Mas del 30% de los pacientes con EVC son mayores de 65 anos (19). El estudio de
Carpentier(38) realizado sobre 2.000 pacientes en Francia, mostré que la edad era
uno de los factores de riesgo més importantes, sin importar el sexo de los individuos.
Existe un aumento progresivo del riesgo de presentar varices al aumentar la edad,
OR (por atio): 1,04 (IC 95% 1.02 -1.05) p<0.001 en mujeres y OR: 1,05 (IC 95%1.02-1.07)
en hombres. A la misma conclusién se llega en estudio de Edimburgo (37) donde la
prevalencia de varices aumenta con la edad, de 11,5% en el grupo de 18 a 24 anos
pasamos al 55,7% en el de 55 a 64 anos. Este aumento se continta viendo en otros
trabajos, como en el estudio de Framingham (36), donde la prevalencia en varones
menores de 30 anos fue menor al 1% aumentando al 57% a partir de los 70 afios, y en
mujeres del 10% subi6 al 77% en los mismos grupos de edad. La misma comparacion
la llevo a cabo Criqui en su estudio The San Diego Population Study (43) obsevando una
prevalencia de varices del 19,9% en menores de 50 anos frente a al 29,9% en mayores
de 70 anios. Centrandonos en la poblacién espaniola, los estudios DETECT-IVC(24) y
el Vein Consult (27) senalaron la edad como el factor de riesgo mas importante para
presentar EVC, indicando que la enfermedad venosa es mas prevalente y mas grave
cuanto méas avanzada es la edad de los pacientes.

1.7.2 Sexo

La relacién entre EVC y el sexo es méas controvertida, podemos encontrar articulos
que aseguran una mayor prevalencia en hombres (37, 44) y otros en mujeres (36, 38,
43).

Un estudio transversal de una muestra aleatoria de 1566 sujetos de 18 a 64 anos de
edad de la poblacién general en Edimburgo, Escocia (37), encontrd telangiectasias
y venas reticulares en aproximadamente el 80 % de los hombres y el 85% de las
mujeres. Las varices, grado C2 de la CEAP, estaban presentes en el 40% de los
hombres y 16% de las mujeres, mientras que el edema de tobillo estaba presente
en 7% de los hombres y 16% de mujeres. A diferencia del Estudio de Edimburgo, en
el estudio de Framingham (36) la incidencia anual de varices fue mayor en mujeres
que en hombres (2,6 vs 1,9). Carpentier (38) encontré una prevalencia de varices del
50.5% en las mujeres mientras que en varones fue de 30,1% (P < .001), pero en su
mismo trabajo detecta una prevalencia de varices dependientes de los ejes safenos
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similar en hombres y mujeres. Por el contrario las varices no safeno dependientes
eran 3 veces mas frecuentes en mujeres. Criqui (43) concluye que la varices son mas
frecuentes en mujeres con una OR=2,2. En cuanto a la severidad de los sintomas
segun Fiebig (44), el sexo masculino es un factor de riesgo para presentar una clinica
de mayor severidad (C4-C6).

En nuestro pais el estudio Detect-IVC (24) detectd que el sexo femenino fue el tercer
factor de riesgo de EVC con una OR de 3,2. En el estudio Vein Consult (27) habia un
predominio de mujeres, con el 63% de los afectados.

Podemos concluir que, por lo publicado hasta la actualidad, parece existir una mayor
prevalencia en el sexo femenino pero si nos fijamos Unicamente en las varices
tronculares del eje safeno esta diferencia puede no ser significativa.

1.7.3 Embarazo

Los cambios fisioldgicos que se producen durante el embarazo pueden favorecer la
aparicién de varices ya que existe un aumento de hormonas femeninas, un aumento
de la presion intraabdominal y un aumento del volumen plasmatico (42). Se ha
publicado un OR en embarazadas de 1,98 (1,20-3,25) respecto a nuliparas (38).

Durante el embarazo, el aumento de peso, el aumento de liquido corporal total y
la presion intra-abdominal elevada puede predisponer a una mujer a la formacién
de varices(19). Ademas, la regulacién positiva de ciertas hormonas, tales como
la relaxina, estrogeno y progesterona, causa la relajacién venosa y aumenta la
capacitancia venosa (45). El nimero de embarazos también parece afectar al riesgo
de presentar varices. Encontramos un estudio donde se informa de un aumento del
riesgo segun la multiparidad, siendo del 32% en mujeres nuliparas, del 38% con un
embarazo, del 43% con dos, del 48% para tres y del 59% para cuatro o mas embarazos
(46).

1.7.4 Obesidad

La relacién entre EVC y obesidad ha sido reconocida en numerosos estudios. Dicha
relacién parece deberse al aumento del reflujo venoso, mayores presiones venosas y
a la disminucién del efecto de la bomba muscular (19). Pero en el estudio RELIEF (23)
el peso y la talla no fue un factor de riesgo para presentar EVC, tampoco Carpentier
(38) detectd relacién con el peso. El indice de masa corporal (IMC) en pacientes con
varices fue de 26,6 en hombres y 26 en mujeres. Fiebig (44) tampoco hall6 relacién
con la aparicién de EVC, con un IMC medio de 26, sin diferencias significativas entre
hombres y mujeres, pero si que describi6 relacién con el grado de severidad, siendo
mayor para pacientes obesos.
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La mayoria de los estudios donde parece existir relacién entre sobrepeso y EVC se da
en el grupo de mujeres (24, 42, 43).

1.7.5 Ortoestatismo

El ortoestatismo (bipedestacion prolongada sin deambulacién) esta en relacion con la
actividad laboral como factor de riesgo. Seria légico pensar que la falta de activacién
de la bomba muscular y la presién hidrostatica de la columna de presién de forma
mantenida afectan al sistema venoso. Clasicamente se ha considerado
que las profesiones que deben estar mucho tiempo de pie tienen mas riesgo de
sufrir varices. Los estudios que relacionan estilos de vida y varices son antiguos y
presentan importantes sesgos como son los autocuestionarios (47). Curiosamente en
el estudio de Edimburgo, las mujeres que permanecian sentadas durante su jornada
laboral estaban protegidas frente a la EVC, lo que llevo a considerar el sedentarismo
una manera de evitar su aparicién (10). Por el contrario segin Carpentier (38) en
los varones la falta de ejercicio se asoci6é a un aumento del riesgo, con una OR de
1,97 (1,08-3,61) p=0.028, apoyando la teoria de la falta de activacién de la bomba
muscular. Esta conclusion es apoyada en el estudio de Kroeger que describe que la
sedestacion prolongada es un factor de riesgo significativo en ambos sexos, con una
OR de 2.2 (1.2-3.9) (39)

En nuestro pais el estudio RELIEF (23) no detect6 ninguna relaciéon entre la ocupacién
laboral y la EVC. El Vein Consult (27) tampoco mostré ninguna relacién significativa
con el 39% de los afectados de EVC que hacia ejercicio de forma regular, ni con el
numero de horas que pasaban de pie (6,8 horas) ni sentados (6,1 horas).

1.7.6 Enfermedad tromboembdlica venosa y varices

La enfermedad tromboembdlica venosa (ETV) es una entidad formada por la
trombosis venosa profunda (TVP) y el embolismo pulmonar (EP). La formacién de un
trombo en el sistema venoso profundo (TVP) puede desprenderse y convertirse en un
émbolo que si llega al pulmoén provocard una embolia pulmonar (EP). Por lo tanto se
considera que ambas entidades conforman la misma patologia (48).

Esta es una patologia grave, siendo la tercera causa de muerte cardiovascular,
tras la cardiopatia isquémica y el accidente cerebrovascular (49, 50). En el estudio
publicado por KK Sggaard el riesgo de mortalidad en los pacientes con TVP (3%) y
EP (31%) resultaron maés altos que para el grupo control durante el primer ano y
especialmente dentro de los primeros 30 dias (0,4%), pero lo sorprendente es que este
exceso de mortalidad se mantiene hasta 30 afios después (51).

La incidencia de la ETV depende de la poblacién que estudiemos y de los medios que
se utilizan para documentarla. Las tasas reales publicadas infraestiman el impacto
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de esta patologia ya que en estudios de autopsias se aprecié que hasta un 50% de
eventos trombdticos venosos no eran reconocidos antes del fallecimiento (52). La
incidencia anual de la ETV en la poblacién general es aproximadamente de 100 a
200 casos por 100.000 habitantes, correspondiendo aproximadamente un 37% de los
casos a pacientes hospitalizados, institucionalizados o con un ingreso reciente en
un hospital o en un centro socio-sanitario (53). Los costes provocados por la ETV son
elevados, se cifra entre 13.000 y 31.300 dolares/afio el coste por paciente para un
primer evento de TEP, mientras que para TVP fue de 7.590 a 33.200 ddlares (54).

El desarrollo de la ETV depende de una compleja interaccion entre factores genéticos
y ambientales. Han sido descritas varias alteraciones genéticas que determinan la
susceptibilidad a la trombosis. Sin embargo, en mas de 50% de las familias, no se ha
hallado ninguna de estas alteraciones (55). A pesar de este hecho, y mediante el uso
de una enfoque basado en el estudio de familias extensas, se ha demostrado que la
heredabilidad de la susceptibilidad de sufrir ETV en la poblacion general esparniola es
superior al 60% (56). Estamos por tanto ante una de las patologias mas importantes
de nuestra sociedad, tanto por incidencia, por complicaciones y por costes. Por
suerte contamos con la posibilidad de realizar tratamientos profilacticos en aquellos
individuos en riesgo y tratamientos terapéuticos en los que ya hayan padecido la
enfermedad. Esta posibilidad terapéutica nos obliga a realizar una busqueda activa
de los pacientes en riesgo y estudiar mejor la etiologia de esta enfermedad.

El papel de las EVC como factor de riesgo de la ETV es controvertido (57). Podemos
encontrar trabajos a favor y en contra de esta relacién. En la ultima guia de la
Sociedad Europea de Cirugia Vascular se ha considerado la presencia de varices
como un factor de riesgo menor en la aparicién de TVP(58). En muchas ocasiones
se ha considerado una relacién de causa-efecto el hecho de tener una TVP, ya que
provoca la destruccién valvular y esto provoca el reflujo, la hipertension venosa y
la aparicién de varices y/o alteraciones cutaneas. Se trata del conocido sindrome
postrombdtico (SPT).

Sinos fijamos en nuestra poblacioén, el estudio DETEC-IVC (24) reconoce la TVP como
el segundo factor de riesgo mas importante de EVC, con una OR de 6,4.

En los trabajos de Gaber (59), y los de Hafner (60) asocian la mutaciones del FV
Leiden a la presencia de ulceras venosas de causa postrombodtica. Lo mismo sucede
en el trabajo de Emmerich (61) donde las personas con deficiencia de proteina C
tenian un riesgo relativo de 9 de sufrir EVC.

Segun Cushman (41), el principal hallazgo de su estudio fue que las cifras elevadas
del FVIII, factor de von Willebrand (FvW) y dimero D se asociaron con EVC entre
aquellos sin antecedentes de trombosis venosa. Ademas, los niveles elevados de
estos factores se relacionaban con la gravedad de la EVC. Segun la autora, estos
datos se deberian a la posibilidad de tener una TVP asintomatica que genera un SPT.
Esta posibilidad es altamente improbable ya que s6lo en menos del 20% de los SPT
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no hay episodio previo de TVP. En la practica clinica habitual es muy improbable
observar SPT en pacientes sin antecedentes claros de TVP, sumado a las dificultades
para establecer el diagnéstico correcto del SPT (62).

El trabajo de Darvall publicado en el 2009 (63) detecté una mayor prevalencia de
trombofilia en pacientes con EVC primaria (sin antecedentes de TVP) comparada
con sus controles. Esto significa que la presencia de varices (C2) o EVC con cambios
cutaneos (C3-C6) se relaciona de forma significativa con mayor prevalencia de ETV.
Define la trombofilia como una alteraciéon, congénita o adquirida, del sistema de la
coagulaciénodelafibrinélisisdandocomoresultadounestadodehipercoagulabilidad.
Munkvad (64) publicd una serie en que la cuarta parte de los pacientes con ulceras
venosas tenian mutacién en el FV Leiden y la mayoria sin antecedentes de TVP..
Segin Wiszniewski (65), pese al tratamiento y cumplimiento similares, la incidencia
de trombofilia hereditaria (diagnosticada tras episodios de EP, tromboflebitis o TVP)
es mayor en pacientes con EVC, asi como su recurrencia y la duracién de la trombosis.
Estos trabajos ponen de manifiesto que existe una relacién entre la EVC y la ETV,
y existen suficientes indicios para pensar que la relaciéon puede deberse a factores
genéticos comunes aun desconocidos.

1.7.7 Historia familiar

Investigar la Historia Familiar como factor de riesgo es asumir que puede existe
un factor heredable que predispone a presentar una determinada caracteristica
fenotipica. La heredabilidad es “la proporcion de la varianza fenotipica total de
una poblacién que se debe a la varianza genética”(1), es decir, el peso que tiene el
componente genético en la presentacién de un rasgo fenotipico, con independencia
de los factores ambientales. Este concepto lo desarrollaremos posteriormente en la
seccién de genética y en este apartado nos centraremos en los trabajos publicados
que remarcan la importancia del componente hereditario en esta patologia.

Desde la visidon puramente clinica se da por seguro el componente hereditario
de las varices, siendo esta vision compartida por la poblacién general que la
considera claramente hereditaria. De hecho, ya en los afios 60 se publicaron los
primeros estudios (66, 67) que hablaban del componente hereditario de las varices,
describiendo antecedentes familiares desde el 70% al 80%. Desde entonces han sido
muchos los estudios que han abordado este tema, con resultados contradictorios,
tanto a favor de una componente hereditaria clara (24, 25, 36-40, 43, 44, 68), como
en contra de ella, o que la consideran menos importante (23, 69, 70). Ahti (47) en su
articulo publicado en 2010, expone que la informacién en los trabajos que tratan el
componente familiar de las varices, generalmente se obtiene a partir de entrevistas
0 autocuestionarios, por lo tanto, el sesgo de memoria es un problema importante e
incluso puede llevar a un diagnéstico erréneo de la enfermedad. En su estudio evalian
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el error en la clasificacién de los antecedentes familiares de varices recogiendo la
informacion en forma de autocuestionarios, después comparaban la consistencia
de los mismos contestados por el sujeto en dos fechas distintas. Describieron que
la informacién fue parcial, sugiriendo que una parte sustancial del riesgo atribuido
a la herencia de las varices probable esté sobreestimado. Concluyen que el Uinico
medio valido para realizar este tipo de estudios, es la evaluacion de los antecedentes
familiares de varices con el examen clinico de los pacientes y sus familiares. Otros
sesgos metodologicos que presentan este tipo de estudios son el tamano muestral y
la no utilizacién de una nomenclatura estandarizada, este Ultimo punto de especial
importancia en una patologia con manifestaciones tan diferentes como es la EVC.

A pesar de los posibles sesgos que se puedan presentar, parece existir un importante
componente familiar como veremos en los siguientes trabajos. En un estudio realizado
en gemelos se encontré mayor concordancia entre gemelos monocigoticos (75%) que
entre los gemelos dicigdticos (52%), aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa debido al pequeno tamano muestral (71). En el estudio publicado por
Cornu-Thénard (72) en una muestra de 134 familias, se estudiaron a 67 pacientes y
a sus padres y a 67 controles y a sus padres. Se examinaron un total de 402 sujetos.
Los resultados demostraron un papel importante de la herencia en el desarrollo de
las varices (P <0,001). El riesgo de desarrollar varices en ninos fue del 90% cuando
ambos padres presentaban esta enfermedad, y cuando sélo uno de los padres estaba
afectado el riesgo fue del 25% para los varones y 62% para las mujeres. Cuando
ninguno de los padres presentaba EVC sélo del 20%.

En el trabajo publicado por Carpentier (38) se valoraron 835 individuos, 289 mujeres
con varices y 269 sin varices, con una OR para la historia familiar de 3.47 (2.38-5.07;
p<.001). Por otra parte también se evaluaron 88 varones con varices y 189 sin varices,
con una OR de 3.53 (1.91-6.54; p<.001). Concluyo que los antecedentes de varices en
familiares de primer grado es el factor de riesgo mas importante en ambos sexos.

Kroeger y cols. describierén que los antecedentes de varices por parte de madre son
mas frecuentes que por parte de padre o de ambos. Después de ajustar por edad
y sexo la historia familiar pasa a ser el factor de riesgo mas importante con una
OR de 5.2 en los casos que ambos progenitores presentasen varices (39). Ahti en
su trabajo epidemiolégico realizado en Finlandia sobre 6874 sujetos hallé que los
antecedentes familiares suponian un factor de riesgo tanto en varones (OR 6.6) como
en mujeres (OR 4.9). Otro estudio epidemioldgico realizado en San Diego, California
(41) constata un aumento del riesgo de presentar ulcera venosa (OR de 5.0) en caso
de tener antecedentes familiares de EVC.

En los trabajos realizados en nuestro pais, el estudio Detect-IVC (6) publicd que el
44.5% de las mujeres y el 28.5% de los hombres tenian antecedentes familiares.
En estos pacientes se observd una asociaciéon entre la existencia de antecedentes
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familiares y estadios avanzados (C4-C6) de la enfermedad y una mayor afectacién
de la escala de severidad clinica. En el estudio Vein Consult el 40% de los pacientes
tenian antecedentes familiares de EVC.

Como podemos ver, existen claros indicios de que existe un importante componente
hereditario en la EVC. La cuestién es que las limitaciones metodolégicas de los
trabajos realizados y la disparidad de resultados justifican la realizacién de una
investigacién rigurosa para establecer el peso de los antecedentes familiares, es
decir, de la heredabilidad de esta patologia.

1.8 ENFOQUE GENETICO EN EL ESTUDIO DE LA EVC

La genética se define como la disciplina de la biologia que estudia la herencia de
caracteres y la variacién de los mismos en los seres vivos (1). La heredabilidad de
caracteres fisicos observables o cuantificables entre seres vivos ha sido siempre
conocida e incluso aplicada para controlar la aparicién de rasgos fenotipicos con
diversos objetivos, como en la agricultura. Sin embargo no es hasta mediados del
siglo XIX que, a partir de los estudios de Gregor Mendel, aparece la genética como
concepto y objeto de estudio sistematico. En 1928 Frederick Griffith, definié el
"principio de transformacién”, donde se habla por primera vez de un medio fisico
para la transmisién de caracteristicas. En 1944 Avery, McLeod y McCarthy aislan y
describen la molécula de ADN como molécula responsable de la herencia de los
caracteres, nace la genética molecular. Basandose en los analisis de Rosalind Franklin
los investigadores Watson y Crick publican en 1953 la estructura de doble hélice del
ADN lo que les vali6 el primio Nobel de Medicina en 1962. En 1975, Frederick Sanger
desarrollé método que lleva su nombre, el cual permitidé secuenciar el genoma del
bacteriéfago Phi-X174, el primer organismo del que se secuencid totalmente su
genoma, por lo que se le concedié el Premio Nobel en 1980. Otro avance esencial
fue la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificar secuencias de ADN
inventada por Kary Banks, galardonado con el premio Nobel de Quimica de 1993. La
culminacién de todas las investigacién llegd con en el proyecto Genoma Humano
que llevé a la primera secuenciacién completa del genoma realizada en 2003 para
fines biomédicos.

El gran reto de la genética moderna es conseguir que todos los avances cientificos
cristalicen en avances con aplicabilidad clinica, donde exista una transferencia real
en el tratamiento de las enfermedades. La cirugia vascular no es ajena a estos retos.
En este contexto es donde debemos abordar la EVC desde una vertiente genética
para conocer el peso especifico del componente genético en el riesgo de aparicién de
la enfermedad y los factores y mecanismos que facilitan su progresion. Para llegar a
este conocimiento deberemos desarrollar una serie de conceptos que explicaremos
a continuacion
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1.8.1 Enfermedad Compleja

En contraposicion a una Enfermedad Mendeliana o monogénica, donde una alteracién
en un gen concreto causa la apariciéon de una patologia, la Enfermedad Compleja la
podemos definir como aquella que precisamente no sigue un patrén de herencia
mendeliano cléasico. Asi, la Enfermedad Compleja es el resultado de alteraciones
en diferentes genes y su interaccién con el ambiente. Cada uno de estos factores
(genéticos o ambientales) tendra un peso diferente en la aparicién de la enfermedad
creando lo que se conoce como susceptibilidad (o riesgo). En otras palabras, los
factores genéticos son necesarios pero no suficientes para la aparicioén (o progresién)
de la enfermedad y sera la interaccién con factores ambientales los desencadenante
de que esto ocurra.

E195% delas enfermedades humanas responden a este modelo complejo de herencia,
entre ellas: la diabetes mellitus tipo II, la epilepsia, la hipertensién arterial esencial,
la obesidad, la cardiopatia isquemia, la enfermedad arterial periférica, algunas
neoplasias o la esquizofrenia, y también la IVC o la trombosis venosa(73, 74).

Clasicamente el estudio de las enfermedades se ha enfocado de forma dicotémica
donde se definian dos estados, sano o enfermo (Figura 2A). Pero el estudio de la
enfermedad compleja nos proporciona otro modelo (que podemos desarrollar
matematicamente como veremos en el apartado de Material y Métodos) que nos
aporta muchas més informacién sobre el rasgo bajo estudio. Concretamente, como
la mayoria de rasgos bioldgicos, podemos considerar que una enfermedad compleja
concreta sigue una distribucién normal en sus valores poblacionales (Figura 2B).
Seria un Modelo Umbral donde cada individuo de la poblacién se posiciona en la
distribucién Normal en base a sus factores genéticos y ambientales que le confieren
un riesgo (también conocido por el término en inglés liability). Este modelo define
que ese riesgo tiene un umbral (también conocido por el término en inglés threshold)
a partir del cual el individuo presentara la enfermedad (el &rea bajo la curva por
encima del umbral). En este caso, definimos el estado de sano o enfermo como dos
fenotipos distintos sobre la base de una variacién continua que sigue una curva
normal, con un punto umbral que separa los dos estados (74) (Figura 2)
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Figura 2. A) Modelo dicotémico. B) Modelo umbral de susceptibilidad para enfermedades complejas

1.8.2 Heredabilidad

Ala hora de abordar las bases genéticas de una enfermedad compleja es importante
entender el concepto de Heredabilidad (expresado como h?). Mateméaticamente,
h? es la proporcién de la varianza fenotipica total de una poblaciéon que se debe a
la varianza genética. Dicho de otra manera, es el grado en el que los genes de un
organismo contribuyen a un caracter y se mide en porcentaje de la variancia total (1,
56, 73). En este sentido, cuanto més alta es la h? mas depende el rasgo estudiado de la
carga genética y menos del ambiente o de otras covariables. En el apartado Material
y Métodos desarrollaremos los aspectos méas técnicos.

1.8.3 Fenotipos intermediarios

Otro concepto importante para entender el analisis genético de las enfermedades
complejas es el de fenotipo intermediario. Hemos definido como fenotipo cualquier
caracteristica, rasgo observable o medible de un organismo. Si un fenotipo se asocia
a una patologia concreta decimos que es un fenotipo intermediario con dicha patologia.
Tal como exponen Souto et al en su trabajo (73), puede resultar mas eficiente abordar
el estudio de fenotipos intermediarios relacionados con una enfermedad compleja
que el estudio de la enfermedad en si misma. Esto se debe a que los fenotipos
intermediarios cumplen una serie de caracteristicas que los hacen utiles para este
objetivo dado que cumplen los siguientes parametros:

e Son fenotipos previamente valorados con alta sospecha de relaciéon con la
patologia a estudio. De hecho son también complejos y por tanto resultado de
la accién conjunta de los genes y el ambiente.

e Pueden medirse objetivamente tanto en sujetos sintomaticos como en
asintomaticos y al seguir una escala cuantitativa continua permiten realizar
mejores estudios estadisticos que variables dicotdmicas como sano o enfermo.
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e Estos fenotipos intermediarios estan determinados por menos factores que la
enfermedad en si, que suele ser mucho mas compleja. Por lo tanto, podemos
identificar més facilmente factores genéticos asociados a estos fenotipos que
seran candidatos a estar implicados en la propia enfermedad.

1.8.4 Familias extensas (extended pedigrees)

Cuando hablamos de enfermedades con una importante base genética, tenemos que
tener en cuenta que las variantes genéticas que influyen en el riesgo de desarrollar
esta enfermedad (o que influyen en los fenotipos intermediarios implicados en la
patologia, como hemos visto en el apartado anterior) se encuentran de forma maés
frecuente entre familiares, ofreciendo mayor poder estadistico que los estudios
basados en individuos no relacionados genéticamente entre ellos. Este hecho es
especialmente relevante cuando se analizan variantes genéticas con una frecuencia
alélica muy baja (variantes raras o de muy baja frecuencia alélica) (75).

Por lo tanto, cuanto méas grande sea la familia analizada mayor sera el numero de
sujetos portadores de estas variantes alélicas y de ahi el concepto de Familia Extensa,
definido como mas de 10 individuos en 3 0 mas generaciones. Es importante destacar
que los estudios familiares permiten realizar analisis tanto de ligamiento genético
como de asociacion (ver apartado Analisis de Ligamiento genético y apartado Material
y Métodos) mientras que los estudios poblacionales con individuos no relacionados
entre si sélo permiten estudios de asociacién (75).

1.8.5 Andlisis de ligamiento

Entendemos por Ligamiento cuando dos o méas genes son heredados juntos como
resultado de su localizacién en un mismo cromosoma. Por lo tanto depende de la
distancia entre los loci. Hablamos de haplotipos cuando alelos ubicados en loci muy
proximos se heredan juntos. (1, 76). Por lo tanto, el analisis de ligamiento aprovecha
la recombinacién que se produce durante la meiosis (que elimina el ligamiento) para
realizar inferencias estadisticas.

Es un método indirecto que permite establecer la relaciéon de una enfermedad entre
distintosmiembrosdeunafamiliamedianteelusodemarcadoresgenéticoslocalizados
en regiones cromosémicas de interés, para asociar asi ciertos loci a la enfermedad en
estudio. Concretamente, se analiza la probabilidad de la transmisién asociada de dos
marcadores genéticos (uno de ellos conocido) y el locus de la enfermedad estudiada
(caracterizado por el fenotipo de la enfermedad). La probabilidad de ligamiento (que
se hereden juntos) es mayor cuanto més cerca estan los marcadores entre si. En
estudios de familias (siempre que la familia sea suficientemente grande), el analisis
de la probabilidad de ligamiento entre el fenotipo (sanos o enfermos) y un marcador
polimoérfico conocido, permite conocer la posicién en el genoma (regién cromosémica)
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donde estara del gen asociado al fenotipo estudiado. Matematicamente, se obtiene
con el LOD Score que es el cociente de probabilidades entre la probabilidad a favor
del ligamiento versus la probabilidad de no ligamiento. Asumimos que este valor
es estadisticamente significativo cuando el LOD Score es igual o superior a 3, o lo
que es lo mismo una relacién de 1000 a 1 de que los marcadores estén ligados, que
corresponderia a una p=0.001.

1.8.6 Estudio de asociacion del genoma completo

Definimos “Genome-wide association” (GWAS) como el analisis de miles o millones
de variantes genéticas a lo largo de todo el genoma humano con el objetivo de
identificar su asociacién a un fenotipo (enfermedad o fenotipo intermediario ) (77).
Las variaciones genéticas utilizadas en los GWAS son los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs), de los cuales tenemos més de 10 millones distribuidos por todo el
genoma. Por definicién, estos estudios precisan de una gran cantidad de individuos
no emparentados para poder detectar diferencias significativas entre las variantes
genéticas que son muy frecuentes en la poblacién. Esta limitacién puede reducirse
considerablemente si utilizamos familias extensas.

Otro problema importante de estos estudios es la dimensionalidad: miles de
individuos y millones de variantes genéticas analizadas suponen un gran numero de
test realizados lo que nos exigira unos p valores mucho més bajos (del orden de 10°)
que los utilizados en los analisis de asociacién convencionales. Los test de correccién
por el numero de test realizados es un campo muy activo dentro de la estadistica
de analisis genéticos. Por otro lado, incluso con los factores de correccidn necesarios
para eliminar los falsos positivos, un problema generado frecuentemente con este
tipo de anélisis es que la identificacién de un SNP con asociacién significativa puede
no corresponder con la variante causal, sino estar en una regién cercana que se
hereda conjuntamente con la variante analizada o que la variantes significativa
esté localizada en un zona del genoma no codificante (75). En ambos caso no
dispondremos de informacién sobre posibles genes candidatos que expliquen la
asociacién identificada.

Una alternativa para superar las limitaciones anteriormente planteadas es la
posibilidad de aplicar técnicas de imputacién. Con estas técnicas podemos obtener
informacion muy valiosa que nos permiten determinar haplotipos (variantes que
se heredan juntas), aumentando asi el poder estadistico al incorporar a los analisis
de asociacién variantes genéticas no genotipadas, incluso algunas de ellas con una
frecuencia alélica muy baja. Para ello se utilizan paneles de referencia de haplotipos,
como puede ser el HapMap Project:
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes) y el 1000 Genomes
Project (http://www.internationalgenome.org).
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1.9 EVOLUCION DEL CONCEPTO DE HERENCIAEN LA EVC

Tal como senala la guia del 2022 sobre EVC, parece existir una causa genética en la
aparicién de esta enfermedad (19). Se han propuesto distintos modelos de herencia
en las varices. Los primeros modelos abogaban por una herencia autosémica
dominante por la afectacién de mucha descendencia de un solo progenitor y
afectacion de generaciones sucesivas (66, 78, 79). Posteriormente otros estudios
empezaron a proponer una herencia recesiva debida a la discontinuidad en la
herencia observada en estudios con mas pacientes y familias mas grandes (80-82).
Estos estudios son muy antiguos, anteriores a la definicién de enfermedad compleja.
Se ha descrito en gemelos univitelinos una concordancia del 84% en el desarrollo
de varices o insuficiencia venosa, frente a sélo un 39% en gemelos bivitelinos (71).
Lo que parece claro es que el tipo de herencia no esta ligada al sexo, dado que se
observa tanto en hombre como en mujeres (68). En un estudio descriptivo realizado
en 1998 en China analizaron familias nucleares (Gnicamente padres e hijos) donde la
mayoria presentaban herencia autosémica dominante con una penetrancia de hasta
un 92% y un 37% de casos esporadicos (83). Esta heterogeneidad en la literatura y
los resultados indica posiblemente la presencia de distintas variantes genéticas para
un mismo fenotipo intermediario con distintos patrones de herencia en cada caso.

Todo ello nos lleva a 1969 donde por primera vez Hauge (84) en su trabajo sobre
genética en varices, define la etiologia de la EVC como multifactorial y compleja,
dondelainteraccién entre factores ambientalesy genéticos genera una predisposicién
al desarrollo y progresion de la enfermedad. En estas enfermedades no se habla de
herencia en conceptos mendelianos de dominancia, sino de heredabilidad (h?). Cuan
mas alta sea la heredabilidad de un rasgo, mayor importancia tendra el componente
genético en la susceptibilidad de presentar dicho rasgo. Sin embargo Pistorius et al
(68) postulan que la intervenciéon de un Unico gen dominante en algunas familias no
se puede excluir.
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1.10 BASES GENETICAS DE LAS ALTERACIONES EN LA PARED VENOSA

El engrosamiento mural de las venas varicosas ha sido estudiado a nivel molecular
y se ha detectado una alteracién en la agregaciéon y ordenacion del colageno mural,
pero poco sabemos de su etiologia y de los factores que influyen en estos cambios (18,
85). Anivel molecular se han realizado ensayos de expresiéon génica a partir de mRNA
aislado en venas sanas y varicosas, permitiendo ver las diferencias en la expresion
genética entre ellas y localizar posibles genes implicados en la etiopatogenia de la
enfermedad (18, 85-88).

En la pared de la vena varicosa se ha descrito la sobreexpresién de més de 80 genes,
la mayoria pertenecientes a moléculas de la matriz extracelular, del citoesqueleto
y de la regulacién de los miofibroblastos. Entre los genes sobre-expresados en las
varices se han descrito de forma especial el BIGH3, la tubulina, el lumican, la actinina,
el colageno tipo I del endotelio vascular, la actina y la tropomiosina, asi como el
factor de crecimiento tumoral beta (TGFB) y distintas metaloproteasas (MMPs) (18,
87). Aunque todavia se desconoce el detalle molecular y las interrelaciones de estas
vias de senalizacién celular, es clara la relacién entre las vias de la inflamacién y
el desarrollo de venas varicosas. Algunos de estos componentes moleculares no se
sabe si son factores primarios en el desarrollo de la EVC o son factores secundarios
desencadenados por los cambios hemodindmicos en la pared venosa, lo que
provocaria alteraciones en la expresion de ciertos genes que predispondrian al
desarrollo de la enfermedad.

Respecto al efecto de la hipertensién del sistema venoso como desencadenante o
precipitante de los cambios de la EVCy el desarrollo de varices, los estudios realizados
son fundamentalmente extrapolaciones de la informacién de estudios realizados
del estrés de pared y los cambios asociados a la hipertension arterial. Esto se debe
a que se han realizado mas estudios en arterias, fundamentalmente coronarias
(18). En presencia de hipertensién venosa o de un flujo retrégrado se produce:
dafio endotelial con disrupcién del glicocélix de las células, formacién neointimal,
activacién de vias de la inflamacién y desarrollo de fibrosis tisular. Estos fenémenos
alteran los patrones de proliferacién de miofibroblastos y leiomiocitos, aumentando
la migracién de células inflamatorias hacia la pared vascular y produciendo cambios
en los patrones de expresion proteica de las células de pared venosa. A pesar de que
en un principio esto lograria compensar con éxito este aumento de presién, a medio
plazo estos cambios provocan la insuficiencia de la vena (18, 85, 89).

Se han identificado mecanismos moleculares mecano-sensitivos que detectan estos
cambios de presion y activan la cascada molecular de sefializacién intracelular,
iniciandose en las uniones intercelulares, integrinas, receptores tirosincinasa y
distintos componentes de la membrana celular. Estos sensores activan cascadas
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moleculares que culminan en una expresién genética diferencial por cambios en sus
patrones de expresion. Estas vias de senalizaciéon son complejas, como las vias de
la proteincinasa C, la fosfatidilinositol-3-cinasa o las cinasas activadas por fosfato
de la mitosis (MAPKSs). Los eslabones finales de estas vias moleculares culminan en
formacién de complejos de promocién de la transcripcién o transcriptomas que a
través de proteinas como c-fos o c-Jun sobreexpresan distintos genes (18, 85, 86, 90).

Estudios in vitro han demostrado que el estrés de pared circunferencial influye en
las vias de proliferacién y apoptosis celular (39). En general se considera al aumento
del estrés de pared el responsable de la sobreexpresién de HIFla, TGFB1 y otros
factores de crecimiento favorecedores de la proliferacién de células musculares lisas
y fibroblastos, los cuales provocan la esclerosis de la pared venosa y arterial y su
fracaso hemodinamico.

La influencia a nivel molecular del estrés de pared se ha estudiado in vivo en injertos
venosos arterializados en ratones, encontrando alteraciones en la expresién y
regulaciéon de MMPs (sobre todo la 2 y la 9), en la proliferacién y migracion de células
musculares lisas, en la respuesta inflamatoria local y en la respuesta vasomotora
(91). Se sugiere un rol fundamental de los radicales libres y 1a hipoxia local en células
endoteliales méas alld de la presién del flujo como factor que regula la expresion de
MPAK y provoca una modulacién de la transcripcién en el endotelio vascular.

1.11 GENES RELACIONADOS CON LA ENFERMEDAD VENOSA CRONICA

En los ultimos anos la busqueda de genes especificos relacionados con la EVC ha
generado resultados dispares, posiblemente por la complejidad del estudio de
esta patologia, donde idealmente se necesitan un gran numero de familias extensas,
informaciéon detallada de los familiares con exploracién fisica y muestras de todos
los sujetos y un entorno geografico homogéneo para todos los miembros para evitar
diferencias ambientales y familias con afectacién clinica importante.

Un estudio interesante los publicoé Le Flem donde identificd la asociacién entre, la
variante -1208/-1209 TT de la trombomodulina y la presencia de varices (92). Otros
estudios identifican asociacién de la clinica de varices con el marcador genético
D16S520 en el cromosoma 16424, asociado al gen FOXC2. En el estudio de Serra et
al (93), las familias con la variante de riesgo de este marcador presentaban varices
ostiales de safena interna sugiriendo que en su desarrollo participa un gen o
combinacién de genes de la regién FOXC2 o genes vecinos. De hecho, otro estudio
realizado en hermanos gemelos y mellizos mostrd una alta heredabilidad tanto de
varices superficiales como de hemorroides ligada a la regién FOXC2 (88). A nivel
molecular, FOXC2 se ha descrito como un locus implicado en el desarrollo linfatico
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y vascular al producir un factor de transcripcién cuya accién se relaciona con el
producto de otros genes como FOXL1, FOXF1 o IRF8. Se sabe que una mutacién de este
gen se asocia a limfedemas sindréomicos bilaterales por alteracién en la funcién tanto
de fibroblastos como de leiomiocitos. Esta mutacion se traduce histolégicamente
en la disfuncion valvular venosa tanto superficial como profunda (85, 87, 88). Del
mismo modo, en pacientes con varices se ha descrito una sobreexpresion de VEGF
tanto endotelial como epidérmico, por lo que una alteracién en los genes encargados
de regular su expresién intervendrian en la aparicién de las varices (89) . También se
ha reportado en pacientes con EVC una sobreexpresion de los niveles de mRNA de
MMP?2 en células endoteliales, aunque en el estudio comparativo entre los variantes
genéticas (polimorfismos) conocidos del gen no se hallaron diferencias, por lo
que queda por descubrir que variante genética concreta induce la sobreexpresion
asociada a las varices (90). Los estudios de ligamiento genético, aportan nuevos locus
susceptibles de relacionarse con la aparicién de varices, como en el estudio de Jin et
al. (86), donde identifican el locus COL1A2 como asociado al desarrollo de varices.
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2. JUSTIFICACION

Por todo lo expuesto hasta ahora podemos asegurar que la EVC es una patologia muy
prevalente y con un alto impacto socioeconémico en nuestra sociedad. Como hemos
visto, los factores de riesgo como el sexo, la obesidad o el ortoestatismo no tienen un
peso bien definido en la presentacién de esta patologia. Asi, podemos encontrarnos
en la practica clinica habitual pacientes jévenes, deportistas sin embarazos previos,
que presentan varices importantes. La pregunta que surge ante este escenario es
clara. ;La enfermedad venosa crénica es una enfermedad hereditaria o bien es el
ambiente el principal predisponente?

La necesidad de investigar el peso de la genética y de la herencia en el origen y
desarrollo dela EVC justifica el planteamiento del presente trabajo. El planteamiento
requiere de una metodologia rigurosa tanto en lo que se refiere al disefio del estudio
como a la obtencién de los datos. Encontrar una mayor heredabilidad implicaria una
mayor importancia de la genética y por tanto una mayor probabilidad de encontrar
genes especificos relacionados con esta patologia, dandonos la oportunidad
de conocer la funcién de estos genes, sus vias de desarrollo y plantear nuevas
posibilidades terapéuticas.

Paralelamente este conocimiento permitiria poder identificar aquellos individuos
con mayor riesgo de presentar EVC o de sufrir complicaciones mayores y, a su
vez, establecer mecanismos de prevencién y tratamiento més adecuados. Si por el
contrario, la heredabilidad fuerabajay los factores ambientales fueran los principales
responsables del riesgo de aparicién de EVC, deberiamos en el futuro s buscar otras
vias de investigacién para solucionar esta enfermedad. Estas vias investigacionales
deberian centrarse en el control de factores de riesgo ambientales como la mejoria
de la funcién de bomba muscular, el control del peso, la mejoria de las técnicas
quirurgicas y en definitiva en la modificacién de los factores de riesgo ambientales
bien estudiados.

La bibliografia revisada sobre el tema ha reportado una relaciéon estrecha entre
Enfermedad Tromboembdllica Venosa (ETV) y EVC, pero esta relacién no ha sido
estudiada en profundidad y nos planteamoslas siguientes cuestiones: ;Comparten
genes en comun? ;Es una relacién simplemente epidemiolédgica? ;Podemos predecir
que individuos con varices van a desarrollar una TVP?. Como hemos expuesto
anteriormente la ETV es una patologia grave con una alta mortalidad. Desde el
punto de vista ético tiene ademas la connotaciéon de que se puede prevenir, tanto
su aparicién como su recurrencia, por lo que el objetivo seria poder evitarla. La ETV
tiene un componente genético muy importante, con una heredabilidad estudiada
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en nuestro pais del 60% (74).Ademas, el hecho de que la trombofilia pueda estar
relacionada de alguna manera con la EVC (63), supondria un importante avance
para la prevencién y el tratamiento de ambas patologias.

En el presente trabajo de tesis doctoral se intentar dilucidar si la relacién entre estas

dos patologias comparte una base genética comun o simplemente es una relaciéon
epidemiolégica.
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3. HIPOTESIS

La enfermedad venosa crénica es una enfermedad multifactorial y compleja cuyo
desarrollo y progresién depende de factores ambientales y genéticos. Probablemente
los factores genéticos son el elemento preponderante en el desarrollo de ésta
enfermedad.

En base a este planteamiento, es importante conocer si existen variantes genéticas
concretas asociadas a un aumento en el riesgo de presentar enfermedad venosa
crénica y si podemos inferir en ellas.

Finalmente, evaluar si la estrecha relacién entre la enfermedad venosa crénica y
la enfermedad tromboembélica venosa tiene una base genética comun que influye
en la variabilidad de fenotipos intermediarios de predisposicién a padecer ambas
patologias. Los resultados esperados pueden contribuir a una mejora en el campo
diagnostico, preventivo y terapéutico de la enfermedad venosa crénica.
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RESULTADOS

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Identificar las bases genéticas y ambientales asociadas a la predisposicién
de la aparicién y desarrollo de la enfermedad venosa crénica. Para ello se
pretende aplicar una estrategia global, integradora e innovadora basada en el
estudio extensivo de familias, fenotipos intermediarios (clinicos y bioldgicos)
con la patologia y una exploracién global del genoma.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e [Estimar la heredabilidad de la enfermedad venosa crénica en un estudio de
familias extensas.

e Identificar genes que participen en la variabilidad de fenotipos asociados a
la predisposicién a presentar enfermedad venosa cronica como factores
potenciales de riesgo mediante el analisis de genoma completo.

e Realizar un andlisis de asociacién de todo el genoma, determinando el
mecanismo de accién de las variantes genéticas identificadas.

e Analizar las correlaciones genéticas y ambientales entre la enfermedad
venosa crénica y la enfermedad tromoboembélica venosa y entre fenotipos
intermediarios relacionados, con especial atencién a los pardmetros de la
hemostasia.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio forma parte del proyecto Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia
2 (GAIT-2) (94), que a su vez sigue los mismos criterios de inclusién y reclutamiento
descritos en el Proyecto GAIT-1(74). Se adjunta el protocolo del Proyecto GAIT-2
completo en el ANEXO1.

Estudio de cohortes en familias extensas prospectivo, observacional, analitico y
unicéntrico.

El estudio se ha planteado siguiendo diferentes fases (Fig. 3):

Primera fase: Reclutamiento de las familias extensas, recogiéndose los datos
y muestras segln el protocolo desde el 2006 al 2012.

Segunda fase: Estudid del fenotipo varices y calculo de su heredabilidad.
Se estudi6 la existencia de correlaciones (genéticas y ambientales) con 16
enfermedades recogidas en el cuestionario (56, 73, 74) y con parametros de la
coagulacién y la fibrindlisis.

Tercera fase: Aplicacién de métodos para la localizacién de genes y sus
variantes genéticas. Se realizd un primer abordaje con la estrategia de genes
candidatos de fenotipos de la coagulacién y fibrindlisis. Posteriormente se
realizé el GWAs donde se genotiparon aproximadamente 1 millén de SNPs
que permitieron la imputacién de mas de 10 millones de SNPs

Cuarta fase: se realizaron estudios de epigenética donde se consiguieron datos
de expresién génica y de microRNA.

Con este diseno se consigue estudiar una enfermedad compleja desde todos los
angulos posibles (Fig. 4).
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5.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se reclutaron de forma prospectiva familias de propositus con trombofilia idiopatica
que acudieron al Hospital de la Santa Creui Sant Pau de Barcelona durante el periodo
comprendido entre el 2006-2012. Se consider6 el propdsitus como aquel paciente
mayor de edad diagnosticado de ETEV sin causa conocida.

Definimos la trombofilia si cumplia uno de los siguientes criterios:
e multiples eventos trombéticos (al menos uno de los cuales fue espontaneo)
e un solo evento espontaneo con un familiar de primer grado afectado también.
e aparicién de trombosis antes de los 45 anos de edad.

La trombofilia se definié como idiopatica cuando todas las causas bioldgicas
conocidas de trombosis fueron excluidas.

En cuanto a la EVC sélo se incluyeron pacientes con varices primarias, excluyéndose
aquellos pacientes con varices secundarias o sindrome postrombdtico.

Las familias estudiadas tuvieron que cumplir los requisitos de estructura y tamano
de familias extensas (56)(extended pedigrees):
e Un minimo de 10 individuos disponibles, incluyendo al propositus y a los
parientes politicos.
e Un minimo de 3 generaciones, o bien 2 generaciones si alguna de ellas tenia 8
0 mas hermanos.

5.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Se estipuld que idealmente en tamano muestral serfa de 1000 individuos. Para los
estudios genéticos en familias extensas no se puede calcular el tamano muestral ya
que no podemos prever los efectos ni los genes implicados en la patologia estudiada.
No se defini6 a priori un limite superior para cerrar la inclusién de familias. La
potencia estadistica para detectar efectos genéticos aumenta (aunque no de forma
lineal) con el nimero de individuos incluidos.

Las limitaciones finales del tamano se establecieron por criterios presupuestarios
y temporales, teniendo en cuenta la dificultad que implica el trabajar con familias
extensas.
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5.4 CONSENTIMIENTO INFORMADO

La Junta de Revisién Institucional del Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau aprobd todos los protocolos y todos los participantes dieron su
consentimiento informado, de conformidad con el Cédigo de Etica de la
Asociacion Médica Mundial (Declaracion de Helsinki) para los experimentos
con seres humanos.

A todos los individuos incluidos (en caso de los menores de edad, a sus padres o
representantes legales) se les inform6 de modo comprensible de los objetivos del
estudio y de la importancia de su colaboracién. También se les ofrecidé un documento
explicativo llamado “El Proyecto GAIT 2. Argumentos para otorgar el consentimiento
informado” (ver anexo3) r Anexo 2) Antes de la obtencién de datos clinicos y
de la extracciéon de muestras biologicas se les requirié la firma del documento de
consentimiento (ver anexo 3) .

5.5 RECOGIDA DE DATOS CLIiNICOS

Durante la visita médica se procedié a recoger los datos de filiacién y epidemiolégicos,
asi como la cumplimentacién de la de hoja de recogida de datos clinicos (HRDC)
donde se reflejaron los antecedentes de trombosis venosa o arterial, la presencia de
enfermedad venosa cronica, los factores de riesgo cardiovascular, los antecedentes
de enfermedades autoinmunes o inflamatorias y el tratamiento farmacolégico
habitual (ver anexo 4)).

Todos los eventos clinicos que se recogieron fueron debidamente documentados y
objetivados con las pruebas diagnésticas pertinentes, reflejandolas en la recogida
de datos. Aquellos individuos con EVC actual o con antecedentes de la misma (ya
intervenidos quirdrgicamente) fueron referidos a la consulta de angiologia y cirugia
vascular, donde se cumplimenté el protocolo establecido para la valoracién de la
EVC siguiendo la clasificaciéon CEAP

(ver anexo 5)

Se procedi6é a la realizacién de un ecodoppler venoso, realizado por un profesional
con la acreditacién del Capitulo de Diagnéstico Vascular no Invasivo de la Sociedad
Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascular. La sala de diagnostico vascular no invasivo
se doto de la acreditacién necesaria emitida por el mismo estamento. El aparato
ecodoppler utilizado fue un Siemens Acuson Antares utilizandose un transductor de
7,5 MHz.

La exploracién ecografica se realizd sisteméaticamente con el paciente en
bipedestacién siguiendo la metodologia recomendada por la Society for Vascular

78



MATERIAL'Y METODOS

Surgery y el American Venous Forum (9), mediante las siguientes maniobras:

Maniobra de Valsalva: Con objetivo de provocar un aumento brusco de la
presion intratoracica y un paro circulatorio proximal, forzando la apariciéon de
reflujos venosos.

Maniobra de compresién-relajacién muscular: Con elobjetivo de emular la
compresion muscular que se provoca al caminar. No se trata de una maniobra
fisiologica ya que la mano del explorador también comprime el sistema venoso
superficial, no solo el profundo.

Maniobra de Parana: Con la pretensién de conseguir la compresién isométrica
de la musculatura de la pantorrilla al cargar el peso del paciente sobre la
pierna explorada.

Se valoré el reflujo venoso, tanto en reposo como con las maniobras descritas,
considerando patolégico un tiempo de reflujo mayor de 500 milisegundos (0,5
segundos) en safenas, tibiales, femoral profunda y perforantes y un tiempo de 1
segundo en femoral comun y poplitea.

5.6 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Se obtuvieron muestras de sangre total, tras 12 horas de ayuno, entre las 9:00 y 9:30
am, para disminuir las variaciones provocadas por el ritmo circadiano.

Para evitar alteraciones en los parametros inflamatorios y de la coagulacion, el
individuo tuvo que suspender previamente las siguientes medicaciones:

Al menos 15 dias, los anticoagulantes orales

Al menos 24 horas las heparinas

Al menos 15 dias los antiagregantes plaquetarios

Si es posible, al menos 15 dias los antiinflamatorios

El individuo no tenia que haber presentado ninguin episodio tromboembdlico
(arterial o venoso) en los Ultimos 3 meses. Tampoco haber presentado ningin
proceso inflamatorio agudo en el ultimo mes.

Toda la informacién relacionada con la obtenciéon de la muestra biolégica y su
procesamiento se recoge en un formulario denominado “Circunstancias asociadas a
la obtencién de la muestra” (ver anexo 9).
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5.7 ANALISIS GENETICOS
5.7.1 FENOTIPOS INTERMEDIARIOS

Se calcul6 la correlacion genética y fenotipica entre la EVC y 86 fenotipos plasmaticos
relacionados con la hemostasia y la inflamacién recogidos en la tabla 1.

Tabla 1: Fenotipos plasmaticos de la hemostasia y la inflamacion.

Fenotipos N Descripcién

ADAMTS13 932 Porcentaje ADAMTS-13 actividad

ALBUM 892 Albumina

ALT 903 ALT

APCR 900 Resistencia a la proteina c activada

APTT 903 Tiempo de cefalina

AST 903 AST

ATTIIE 902 Antitrombina III

B12 935 Vitamina B12

BA 935 Numero de baséfilos absolutos, unidad x10e9/L (0.00 - 0.10).
Autoanalizador Sysmex XE-2100.

BAS 903 % basofilos

CAP 931 Capacidad total transporte

CCMH 935 Concentracién de hemoglobina corpuscular media,
unidades/L (320- 360). Autoanalizador Sysmex XE-2100

COX1 914 cyclooxygenase type 1, beta-actin relative expression, 2e-DCt.

COX2 914 cyclooxygenase type 2, beta-actin relative expression, 2e-DCt.

CREAT 903 Creatinina

e5LOX 902 enzyme 5-lipoxygenase,unit 2e-DCt,

EO 935 Numero eosinéfilos absolutos, unidades x10e9/litre (0,0 -
0,5). Autoanalizador Sysmex XE-2100,

EOS 903 % eosinofilos

FERRIT 935 Ferritina en suero

FIBc 908 Fibrinogeno funcional

FIXc 903 Factor IX funcional
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Fenotipos N Descripcién

FLAP 902 protein associated with lipoxygenase, unit 2e-DCt,

FOE 932 Folato eritrocitario B

FosAl 935 Fosfatasa alcalina

FOser 935 Folato Sérico

FVIIc 935 Factor VII funcional

FVIIIc 904 Factor VIII funcional

FvWAg 932 Porcentaje Factor von Willebrand ELISA

FXlIc 935 Factor XI funcional

FXlIlc 935 Factor XII funcional

GGT 903 GGT

GLUC 903 Glucosa

HAPTO 903 Haptoglobina

HB 935 Hemoblogina absoluta, unidades g/litre (120 - 155).
Autoanalizador Sysmex XE-2100

HCM 935 Hemoglobina corpuscular media, unidades pg (26,9 - 33,0).
Autoanalizador Sysmex XE-2100

HE 935 Hematies absolutos, unidades x10e12/litre (3,90 - 5,80).
Autoanalizador Sysmex XE-2100

HFRAB 934 Numero de reticulocitos con RNA alt, absolutos, unidades
x10e12/L (0,0003 - 0,0025)

HFRCT 935 Reticulocitos, fraccién con RNA alt, per 100 reticulocitos (2

decimales). Units %. Autoanalizador Sysmex XE-2100,
HT 935 Hematocrito, unidades L/L (0,39 - 0,54). Autoanalizador
Sysmex XE-2100

Lclisis 920 Tiempo de lisis del codgulo (minutos); maquina: Versa max

microplate reader

LclisisTM 920 Tiempo de lisis del coagulo con trombomodulina (minutos);

magquina: Versa max microplate reader

LE 935 Numero de leucocitos absolutos, unidades x10e9/litre, (3,80 -
10,50). Autoanalizador Sysmex XE-2100
LFRAB 935 Numero de reticulocitos con RNA bajo, absolutos,

unidadesx10e12/L (0,0200 - 0,0800)
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Fenotipos N Descripcién

LFRCT 935 Reticulocitos, fraccién con RNA bajo, por 100 reticulocitos (2
decimales). Unidaes %. Autoanalizador Sysmex XE-2100

LI 935 Numero de linfocitos absolutos, unidades x10e9/litre, (1,0-
6,0). Autoanalizador Sysmex XE-2100

LIMF 903 % linfocitos

LTA4H 902 Leukotriene A4 hydrolase, unit 2e-DCt,

LTB4 913 Leukotriene B4 heparin, unidades pg/ml,

LTB4ion 913 Leukotriene B4 heparin ionophore induced, unidades pg/ml,

LTC4S 902 Leukotriene C4 Synthase, unidades 2e-DCt,

MFRAB 934 Numero de reticulocitos con RNA medio, unidades absolutas,
x10e12/L (0,0015 - 0,0075)

MFRCT 935 Reticulocitos, fraccién con RNA media, per 100 reticulocitos
(2 decimales). Unidades %. Autoanalizador Sysmex XE-2100

MON 903 % monocitos

MOt 935 Numero de monocitos absolutos, unidades x10e9/litre, (0,0 -
0,8). Autoanalizador Sysmex XE-2100

mPGES1 912 microsomal prostaglandine E-synthase 1. beta-actin relative

expression, 2e-DCt

NE 935 Numero de neutréfilos absolutos, unidades x10e9/L, (1,80 -
7,00). Autoanalizador Sysmex XE-2100

NEU 903 % neutrofilos

Pcam 902 Proteina C amidasica

PCT40 893 Plaquetocrito, Umbral de volumenes a 40 fL, unidades %
(0,150 - 0,850). Autoanalizador Sysmex

PCTES 931 Plaquetocrito, Estandard, wunits % (0,100 -0,450).
Autoanalitzador Sysmex XE-2100

PLA2G4A 914 Fosfolipasas. "2 elevado a menos delta Ct". Nivel de expresion
relativo respecto a la beta actina.

PSfree 934 Proteina S libre

PSfunc 923 Proteina S funcional

pst 934 Proteina S total

PT 935 Tiempo de protrombina

PT40 893 Numero de plaquetas absolutas, Umbral de volimenes a 40

fL, units x10e9/litre (140 - 450). Autoanalitzador Sysmex
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Fenotipos N Descripcién

PTES 934 Numero de plaquetas absolutas, Analizador Estandar, units
x10e9/litre (140 - 450). Autoanalitzador Sysmex XE-2100

RDW 934 Coeficiente de variaciéon de los voliumenes corpusculares,
units % (< 15). Autoanalitzador Sysmex XE-2100

RETAB 935 Numero de reticulocitos absolutos, units x10e12/litre (0,0200
- 0,0900). Autoanalitzador Sysmex XE-2100

RETCT 935 Reticulocitos per 100 hematies (2 decimales). Units %.
Autoanalitzador Sysmex XE-2100

RETIS 903 % reticulocitos

RTMTH 933 (R3)R1/R2

SAT 931 Indice de saturacién de la transferrina

SID 931 Hierro en suero

STFR 935 Receptor TF en suero

TGTETP 919 Test de Generacién de Trombina; Potencial Endogeno de
Trombina (nanomolar per minute); maquina: Fluoroscan
Ascen

TGTlagtime 919 Test de Generaciébn de Trombina; tiempo de latencia

(minutes); maquina: Fluoroscan Ascen

TGTPeak 919 Test de Generacién de Trombina; Pico maximo (nanomolar);

magquina: Fluoroscan Ascen

THRGEN 933 (R2) PT sin trombomodulina ratio paciente/control

TMTHG 933 (R1) PT con trombomodulina ratio paciente/control

TT 935 Tiempo de trombina

TXAS 914 Thomboxane A-sinthase, beta-actin relative expression, 2e-DCt.

URAT 903 Urato

VCM 935 Volumen corpuscular medio, units fL (78,0 - 98,0).
Autoanalitzador Sysmex XE-2100

VPM40 893 Volumen plaquetario medio, Umbral de volumen a 40 fL,
units fL, (6,0 - 18,0). Autoanalitzador Sysmex KX-21N,

VPMES 931 Volumen plaquetario medio, Estandar, units fL, (6,0 - 10,.5).

Autoanalitzador Sysmex XE-2100
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5.7.2 MEDICION DE MARCADORES HEMOSTASIA

La medicién de la concentracién plasmatica de todos los marcadores estudiados se
realizo con un kit comercial basado en ELISA (Diagnostica Stago ®). Se extrajo el ADN
a partir de células blancas de sangre periférica, utilizando el procedimiento descrito
por Miller (6). Se realizé un anélisis de asociacién entre la EVC y 101 SNPs (Single
Nucleotic Polimorfisms) independientes de regiones gendmicas que se asociaron
previamente con trombosis en los trabajos publicados por Souto (56, 73, 74). Estos
SNPs se recogen en la tabla 2.

Tabla 2: SNPs relacionados con la trombosis

SNP SNP SNP

1 15657152 25 1510811647 49 rs1093310
2 rs5985 26 157034675 50 152289252
3 1511925694 27 154470720 51 152719736
4 rs10965243 28 15824580 52 ATCambri
5 1$7901695 29 rs17116778 53 15121909548
6 15932206 30 1$7107663 54 159489143
7 rs2036914 31 rs$7930056 55 r$10008492
8 PT 32 $599307036 56 156839415
9 1513387847 33 rs6808430 57 rs17756311
10 rs7903146 34 1s763507 58 154459877
11 1$7202185 35 HC677T 59 152553658
12 15302320 36 rs1593806 60 154977756
13 112598 37 151026628 61 15710446
14 rs510290 38 153798220 62 154703872
15 D10S276 39 154686799 63 rs10757283
16 18181047 40 rs8119351 64 1s2017237
17 152228243 41 1510965250 65 152078289
18 rs8178851 42 rs7028570 66 rs9347258
19 14253399 43 rs2071481 67 152338216
20 158178847 44 157486001 68 F12C46T
21 152232698 45 rs$2798111 69 1512955640
22 rs1759417 46 152238243 70 151785205
23 FVLeiden 47 157485577 71 153123108
24 152027683 48 1$1276123 72 1511048667
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SNP SNP SNP
73 rs10965241 83 rs750753 93 rs941374
74 1516946674 84 8599307928 94 rs1484685
75 rs764129 85 rs45454293 95 DXS406
76 rs867186 86 rs2066861 96 rs1470579
77 154676875 87 rs6801848 97 rs636258
78 rs902320 88 1s7974779 98 rs5030062
79 rs3748400 89 rs3958 99 rs10229457
80 rs764528 90 rs4737921 100  rs10757272
81 rs1881893 91 rs4402960 101 1s2891168
82 rs10455872 92 r$2395269

5.8 GENOTIPADO E IMPUTACION

Se realizo en colaboracién con el Karolinska Intitut (Estocolmo, Suecia), un estudio
de asociacién del genoma completo (GWAs) utilizando una combinacién de (seguido)
HumanOmniExpressExome-8v1.2 ® (324 individuos y cobertura de 964,193 variantes)
y HumanCoreExome-12v1.1 ® (610 individuos y cobertura de 542.585 variantes).
Después de filtrar los conjuntos de datos por call rate (> 98%), HWE (p> le-6) y MAF (>
1%), también se eliminaron los errores mendelianos detectados. Una vez aplicados
los filtros anteriores obtuvimos 395,556 SNPs en todas las muestras. Entonces
estimamos los haplotipos utilizando SHAPEIT v2 ® (95) e imputamos genotipos
utilizando el panel de la fase 1 de 1000 genomas usando IMPUTE2 ® (96). Imputamos
37,985,264 SNPs, una vez filtrados de nuevo por MAF(>0.005) quedaron 10,844,567
SNPs.

Esto significa que se han descartado aquellos SNPs que tienen una MAF menor de
0.005. El tamano muestral, implica asegurar que al menos hay 10 variaciones en
ese SNP con respecto al alelo de referencia entre todos los individuos.
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Todo el analisis estadistico realizado en este estudio tiene en cuenta que la
muestra es dependiente, al estar reclutados en familias, por lo tanto relacionados
genéticamente. Este es un factor de confusién en los estudios genéticos que puede
disminuir la potencia y aumentar la tasa de falsos positivos de las pruebas, si no se
corrige. Para superar esto, se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados, que
incluyen la matriz de parentesco real en el modelo (teniendo en cuenta el parentesco
entre todos los individuos).

Debido a que las familias fueron reclutadas a partir de una sola persona, se aplicd
una correccién condicionando la verosimilitud del rasgo en cuestién dentro de la
familia, al valor del individuo que sirvié para reclutar a la familia. Una correccién
estadistica de los hogares permitié minimizar los efectos ambientales comunes
(como por ejemplo, la dieta compartida) en las estimaciones de los parametros.
(seguido)Los p-valores reportados se calcularon por el test de razén de verosimilitud.
El software utilizado, R v.3.2.2 ® (97) Eclipse solar versién 7.6.6 ® (98) y Solarius ®
(99).

Para realizar el anlisis estadistico se clasificaron a los individuos en dos grupos:
e Grupo L: los grados CO y C1 de la clasificacién CEAP (no EVC)

e Grupo II: los grado C2 a C6 de la clasificacién CEAP. En este grupo también
entraron aquellos individuos que habian sido intervenidos de varices en el
pasado (EVC).

5.9.1 ESTUDIO DE COVARIABLES

Se estudiaron factores relacionados clasicamente con el riesgo de desarrollar EVC,
seguin el modelo poligénico implementado en el programa SOLAR®.

Las variables valoradas fueron:

e Edad

e Edad?: Permite estudiar los efectos de la edad que no son lineales (por ejemplo,
de 0 a 30 afios se modifica poco el riesgo de EVC, pero sin embargo en los 30
anos siguientes, de 30 a 60 el riesgo se incrementa de forma no lineal).

e Sexo

e Indice de Masa Corporal (IMC)

e Tabaquismo

e Toma de anticoagulantes orales

e Perimetro abdominal
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e Actividad fisica: Seglin dos cuestionarios (uno categérico y otro continuo)
recogiendo la intensidad de la actividad fisica, segin la version corta de un
cuestionario clinico estandarizado y validado (IPAQ) que permite separar a la
poblacién en 3 categorias: inactivos, minimamente activos o saludablemente
activos y también expresar la actividad fisica como una variable continua
medida en MET-min/semana (www.ipaqg.ki.se)(100).

Se calculd la varianza, el error estandary el valor de la p considerandose significativos
valores menores de 0.05.

5.9.2 HEREDABILIDAD

Se realizé el analisis de la heredabilidad (h?, la proporcion relativa de la varianza
fenotipica del fenotipo atribuible a los efectos aditivos de los genes) usando el método
de componentes de varianza (variance component method), este tipo de analisis ya ha
sido descrito en otros estudios(2-5).

El poder de este enfoque de componentes de varianza de particiéon de efectos
genéticos y ambientales, permite descomponer la varianza en sus componentes
genéticos y ambientales y asi poder valorar la variabilidad que explica cada factor.
El hecho de trabajar con familias extensas aumenta la calidad de los datos, ya que
la misma familia comparte multiples hogares(5). Para un caracter dado la formula
seria:

h2= u+ZBi +9,+h +e

u corresponde a la media poblacional del caracter estudiado

2B, corresponde a las Covariables que afectan al caracter estudiado

g, es el efecto atribuible a los genes

h, + e, es el efecto atribuible a los efectos ambientales. hi: efecto domiciliario
compartido; ei: efecto ambiental individual.

5.9.3 CORRELACION GENETICA

Las correlaciones entre 2 rasgos se analizaron mediante modelos de componentes
de varianza multivariados (multivariate variance component models), que son una
extension del univariate model. De manera similar al modelo univariado para la
estimacién de la heredabilidad de un rasgo Unico, el modelo bivariado dividié las
covarianzas fenotipicas entre los rasgos en componentes genéticos y ambientales.
El parametro derivado del coeficiente de correlacién genética cuantifica los efectos
genéticos pleiotropicos (es decir, un gen puede tener efectos en varios rasgos).
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Esta particién es potencialmente valiosa, ya que se pueden revelar relaciones ocultas
entre rasgos(101). Al estudiar estos rasgos en familias extensas, podemos estimar
de manera segura las correlaciones genéticas (p,) y ambientales(p,) entre rasgos.
La siguiente féormula vincula las correlaciones fenotipicas, genéticas y ambientales
entre dos rasgos y tiene en cuenta la heredabilidad para cada rasgo:

p,=V(h;>+h,2) p_ +V(1-h?)V(1-h?)p,



RESULTADOS







RESULTADOS

6. RESULTADOS

6.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Durante el periodo del estudio (afio 2006-2012), se incluyeron 1163 individuos, de un
total de 35 familias extensas. De ellos se consiguieron datos clinicos y poblacionales;
y muestras biolégicas (ADN y plasma) de 934 individuos. De otros 229 individuos
solo se consiguieron datos poblacionales y clinicos, pero no muestras biologicas,
principalmente porque se trata de individuos fallecidos o que no pudieron acudir
a la recogida de muestras. De los 934 individuos con muestras biologicas para los
analisis de fenotipos intermediarios y de genotipacién de variantes genéticas, 34
individuos no acudieron para el estudio de las pruebas de EVC, por lo que fueron
excluidos. La muestra final para el estudio de EVC consisti6 en 895 individuos.

El rango de edades fue de los 3 afios a los 101 anos, con una mediana de 39 afios y
una media de 38.5 anos. 437 individuos fueron mujeres y 458 hombres (Figura 5).

SEXO

= HOMBRES
= MUJERES

Figura 5: Distribucion por sexos de la muestra.
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En el estudio 60 individuos, 39 mujeres (65%) y 21 hombres (35%), fueron clasificados
como afectos de EVC segun los criterios de la CEAP, lo que supone el 6.7% de la
muestra. En este grupo se incluyeron las clases C2 a C6 y a los 13 individuos que
fueron operados de varices y estaban asintomaticos en el momento de la exploracién
(Figura 6).

ENFERMEDAD VENOSA CRONICA

u HOMBRES
= MUJERES

Figura 6: Distribucion por sexo de los afectados por la enfermedad venosa cronica.

En la tabla 3 se muestran la distribucion de los individuos en base a las categorias
CEAP correspondientes:

Tabla 3: Distribucién de la muestra segun clasificacion CEAP para la EVC.

CEAP Total Mujeres Hombres
Co0+C1 835 389 437
Cc2 17 11 6
C3 2 2 0
Cda + C4 6 3 3
G5 3 0 3
C6 + PREVI 32 23 9

895 437 458

EVC 60 39 21
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La Figura 7 muestras la distribuciéon de EVC entre las familias analizadas, donde
14 no presentaron ningun caso y 21 presentaron algun afectado, concentrandose la
mayoria de los casos en 3 familias.

faméa -
fam&7 -
famés -
fames -
famé4 -
famé3 -
faméz -
famé1 -
faméo -
famss -
famse -
famss -
farms4 -
2 famsd -
£ fams2 -
S fams1 -
= fams0 -
= fam43-
§ farm47 -
O farmds -
o lam4s-
O famas-
farm43 =
fam42 -
fam41 =
fam40 =
fam3g =
fam3s =
fam3a7 =
fam3e =
famas =
fama4 =
fama3 =
famaz =
famat =

W2

B
&
g

Figura 7: Distribucion de los casos de enfermedad venosa cronica en las familias
analizadas. 0: sanos, 1: afectados
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6.2 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AEVC

Entre las variables poblaciones analizadas mostraron una relacién estadisticamente
significativa con la EVC la edad (p=2,3x10-06), y el sexo (p=0,008). Concretamente,
mayor edad y sexo femenino se asociacion a un mayor riesgo de EVC (Tablas 4 y 5;
y Figura 8).

Tabla 4: Factores de riesgo relacionados con la enfermedad venosa cronica

Covariante  Estimacién  SE Chi pval
EDAD -0.08 0.02 22.27 0.00000237
SEXO -0.37 0.14 6.96 0.00834
90 -
1 60
g
30-
0 -
0 1 NA
cvi
SHERFA project

Figura 8: Distribucion de edad segtin presencia de enfermedad venosa crénica.
(0: sanos, 1: afectados, NA: no analizados)
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En la distribucién por sexos (Tabla 5) se objetiva como las mujeres tienen casi el
doble de riesgo que los hombres de presentar varices (p<0.05).

Tabla 5: Relacion entre enfermedad venosa crénica (EVC) y sexo
(siendo 0 ausencia de EVC y 1 presencia). F: femenino, M: masculino.

EVC SEXO Freq
0 F 0.911 (91.1%)
1 F 0.089 (8.9%)
0 M 0.954 (95.4%)
1 M 0.046 (4.6%)

6.3 HEREDABILIDAD

La heredabilidad (h?), proporcién de la varianza observada en el riesgo de EVC debida
al efecto de los genes, fue de 0,78 (p=2,75x10°%). Estos resultados confirman que el
78% de la variabilidad en la susceptibilidad de presentar EVC es atribuible a factores
genéticos. Este resultado fue muy significativo dado el valor de la p (p=2,75x10).

6.4 CORRELACION CON RASGOS FENOTIPICOS HEMOSTASICOS

De los 86 rasgos fenotipicos (tabla 1) encontramos que la antitrombina III (ATIIIf), una
proteasa no dependiente de vitamina K que inhibe la coagulacién se correlacioné
genéticamente y de forma muy significativa con EVC (Rho, = -0,444, p-valor = 0,0045).
Fig. 9

Los otros rasgos significativos fueron la vitamina B12 (Rho, = 0,16, valor p = 0,048)
(Fig. 10) y la creatinina (Fig.11) que muestra una correlacién genética con la EVC
(Rho, = 0,29, valor p = 0,04)
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00-

functional antinrombin I
-

Chronic Venous insufficiency disease

Figura 9: Distribucién de los niveles de antitrombina Ill segun sexo entre casos y
controles.

B12 Visamin

-

ool e

Ghearic: Venous insufficency discase

Figura 10: Distribucion de los niveles de vitamina 12 segin sexo entre casos y
controles.
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ool o o case

Figura 11: Distribucion de los niveles de creatinina segtin sexo entre casos y controles.
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6.5 ASOCIACION DE LA EVC CON GENES CANDIDATOS

Resultados de las pruebas de asociacién entre la EVC y cada uno de los 101 SNPs
relacionados con la coagulaciéon estudiados:

Tabla 6: Asociacién de la enfermedad venosa crénica con 101 SNPs relacionados con la coagulacién
y el sistema ABO.

SNP I\ p-value Dbeta betaSE varExp est maf
1 rs657152 883 9.11e-03 -0.27 -0.27 0.00 0.46
2 rs5985 895 1.59e-02 0.33 0.33 0.00 0.24
3 rs11925694 454 1.60e-02 0.41 0.41 0.00 0.29
4 rs10965243 454 1.60e-02 -0.48 -0.48 0.00 0.10
5 rs7901695 454 3.08e-02 0.35 0.35 0.00 0.42
6 rs932206 890 3.32e-02 -0.23 -0.23 0.00 0.37
7 rs2036914 894 3.70e-02 0.23 0.23 0.00 0.43
8 PT 623 5.01e-02 3.78 3.78 0.00 0.03
9 rs13387847 888 5.15e-02 -0.24 -0.24 0.00 0.21
10 157903146 454 5.63e-02 0.31 0.31 0.00 0.39
11 157202185 709 5.94e-02 -0.50 -0.50 0.00 0.04
12 1s302320 890 7.93e-02 -0.43 -0.43 0.00 0.04
13 1512598 890 9.56e-02 -0.38 -0.38 0.00 0.05
14 1s510290 886 1.13e-01 0.34 0.34 0.00 0.08
15 D10S276 842 1.22e-01 -0.70 -0.70 0.00 0.01
16 158181047 454 1.22e-01 -0.31 -0.31 0.00 0.23
17 152228243 884 1.33e-01 -0.19 -0.19 0.00 0.20
18  1rs8178851 894 1.39e-01 -0.30 -0.30 0.00 0.07
19 134253399 893 1.58e-01 -0.15 -0.15 0.00 0.45
20 1s8178847 868 1.62e-01 -0.29 -0.29 0.00 0.07
21 132232698 894 1.86e-01 3.94 3.94 0.00 0.01
22 151759417 454 1.8%e-01 0.41 0.41 0.00 0.07
23 FVLeiden 624 1.93e-01 -0.98 -0.98 0.00 0.00
24 152027683 888 1.96e-01 -0.15 -0.15 0.00 0.30
25 1510811647 454 2.19%e-01 0.19 0.19 0.00 0.49
26 157034675 883 2.54e-01 -0.13 -0.13 0.00 0.44
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SNP I\ p-value Dbeta betaSE varExp est maf
27 154470720 890 2.68e-01 -0.21 -0.21 0.00 0.07
28 1rs824580 890 2.80e-01 -0.13 -0.13 0.00 0.24
29 1517116778 454 2.84e-01 3.84 3.84 0.00 0.01
30 rs7107663 454 2.84e-01 3.84 3.84 0.00 0.01
31  1rs7930056 454 2.84e-01 3.84 3.84 0.00 0.01
32 8599307036 454 2.84e-01 3.84 3.84 0.00 0.01
33 156808430 886 2.93e-01 -0.32 -0.32 0.00 0.02
34 15763507 890 3.01le-01 0.11 0.11 0.00 0.49
35 HC677T 622 3.08e-01 0.13 0.13 0.00 0.39
36 1rs1593806 856 3.25e-01 0.13 0.13 0.00 0.25
37 1351026628 802 3.34e-01 -0.11 -0.11 0.00 0.46
38 153798220 866 3.53e-01 -0.31 -0.31 0.00 0.02
39 134686799 884 3.59e-01 -0.12 -0.12 0.00 0.23
40  1s8119351 890 3.60e-01 0.20 0.20 0.00 0.07
41 1rs10965250 441 3.77e-01 -0.15 -0.15 0.00 0.20
42 157028570 454 3.77e-01 -0.14 -0.14 0.00 0.42
43 152071481 890 3.8%e-01 0.17 0.17 0.00 0.11
44 157486001 890 4.00e-01 0.23 0.23 0.00 0.05
45  1rs2798111 809 4.16e-01 -0.10 -0.10 0.00 0.32
46 152238243 798 4.18e-01 -0.09 -0.09 0.00 0.50
47  1rs7485577 894 4.21e-01 -0.09 -0.09 0.00 0.26
48  1s1276123 888 4.26e-01 0.12 0.12 0.00 0.17
49 151093310 800 4.29e-01 -0.10 -0.10 0.00 0.30
50 152289252 894 4.37e-01 -0.08 -0.08 0.00 0.47
51 182719736 87 4.53e-01 0.29 0.29 0.00 0.26
52  ATCambri 895 4.64e-01 -0.36 -0.36 0.00 0.01
53  rs121909548 895 4.64e-01 -0.36 -0.36 0.00 0.01
54 159489143 890 4.6%e-01 -0.13 -0.13 0.00 0.09
55 1510008492 890 5.14e-01 0.07 0.07 0.00 0.47
56  1s6839415 895 5.22e-01 -0.16 -0.16 0.00 0.04
57 1817756311 454 5.25e-01 -0.18 -0.18 0.00 0.08
58  1s4459877 890 5.44e-01 0.15 0.15 0.00 0.06

59  1rs2553658 813 5.53e-01 0.08 0.08 0.00 0.21
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SNP N p-value beta betaSE varExp est maf
60 154977756 454 5.72e-01 -0.09 -0.09 0.00 0.32
61 15710446 895 5.86e-01 -0.06 -0.06 0.00 0.45
62 154703872 890 6.16e-01 0.05 0.05 0.00 0.45
63 1510757283 454 6.21e-01 -0.07 -0.07 0.00 0.48
64 152017237 800 6.35e-01 0.06 0.06 0.00 0.26
65 152078289 800 6.44e-01 -0.06 -0.06 0.00 0.22
66 159347258 890 6.66e-01 -0.05 -0.05 0.00 0.46
67 12338216 890 6.91e-01 0.04 0.04 0.00 0.44
68  F12C46T 889 7.23e-01 0.05 0.05 0.00 0.22
69 1512955640 888 7.29e-01 -0.04 -0.04 0.00 0.35
70 1rs1785205 888 7.32e-01 -0.04 -0.04 0.00 0.35
71  1s3123108 889 7.51e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.43
72 13511048667 864 7.52e-01 -0.05 -0.05 0.00 0.13
73 1510965241 454 7.55e-01 -0.05 -0.05 0.00 0.25
74 1516946674 886 7.62e-01 0.05 0.05 0.00 0.14
75 15764129 454 7.70e-01 -0.04 -0.04 0.00 0.44
76 15867186 801 7.83e-01 0.06 0.06 0.00 0.07
77 134676875 890 7.84e-01 0.03 0.03 0.00 0.37
78 15902320 890 7.91e-01 0.04 0.04 0.00 0.19
79 133748400 890 7.96e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.26
80 15764528 885 8.18e-01 0.06 0.06 0.00 0.05
81 1s1881893 890 8.36e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.13
82 1510455872 886 8.40e-01 -0.06 -0.06 0.00 0.04
83 15750753 454 8.65e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.43
84  $599307928 453 8.65e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.20
85 1545454293 888 8.82e-01 -0.03 -0.03 0.00 0.08
86 152066861 884 8.90e-01 0.02 0.02 0.00 0.20
87 156801848 454 8.97e-01 0.02 0.02 0.00 0.25
88 157974779 598 9.18e-01 0.04 0.04 0.00 0.03
89 153958 714 9.20e-01 0.01 0.01 0.00 0.37
90  r1s4737921 889 9.25e-01 -0.01 -0.01 0.00 0.48
91 154402960 454 9.3%e-01 0.01 0.01 0.00 0.26

92 1s2395269 890 9.41e-01 0.01 0.01 0.00 0.15
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SNP I\ p-value beta betaSE varExp est maf
93 1s941374 890 9.52e-01 -0.01 -0.01 0.00 0.17
94 151484685 888 9.53e-01 -0.01 -0.01 0.00 0.29
95  DXS5406 347 9.63e-01 0.01 0.01 0.00 0.50
96  1s1470579 454 9.66e-01 -0.01 -0.01 0.00 0.26
97 15636258 890 9.69e-01 -0.01 -0.01 0.00 0.17
98 135030062 888 9.6%e-01 -0.00 -0.00 0.00 0.40
99 1510229457 890 9.74e-01 0.00 0.00 0.00 0.36
100 1s10757272 454 9.97e-01 0.00 0.00 0.00 0.39
101 1rs2891168 454 9.97e-01 0.00 0.00 0.00 0.39

Se encontré significacién estadistica (p <0.05) en la relacion entre la EVC y los SNPs:
rs5985 (p = 0,016), rs657152 (p=0.009), rs11925694 (p=0.016), rs10965243 (p=0.016),
rs932206 (p=0.03), rs7901695 (p=0.03), rs2036914 (p=0.03).

Es importante destacar que el polimorfismo rs5985 se encuentra en el cromosoma
6 gen del factor de coagulacion XIII (F13). (102). El rs10965243 se encuentra en el
cromosoma 9 y se ha relacionado en un articulo con la diabetes tipo 2 y la patologia
coronaria (103). El rs932206 se encuentra en el cromosoma 2 y no se ha encontrado
ninguna significaciéon clinica con su presencia.

El rs 657152, gen ABO en cromosoma 9. Gen que controla el grupo sanguineo ABO.
El rs11925694, gen IGF2BP2 en el cromosoma 3. Factor de crecimiento insuline like.
Genes susceptibilidad diabetes (104). El rs7901695, gen TCF7L2 en el cromosoma
10,. Implicado en la homeostasis de la glucosa en la sangre. Relacionado con la
diabetes (105). El rs2036914, cromosoma 4, gen factor XI. Este gen codifica el factor
de coagulacién XI de la cascada de coagulacién de la sangre (106).

La presencia del alelo A del gen ABO (tabla 7) se relacion¢ significativamente con un
aumento en la presentacién de varices respecto a los que no presentaban ninguno
(9.42% vs 3.48% p=0.002).
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Tabla 7: Relacién del alelo A del gen ABO con la enfermedad venosa crénica.

Sanos EVC Total
Grupo A 452 (90.58%) 47 (9.42%) 499 (100.00%)
GruponoA  361(96.52%) 13 (3.48%) 374 (100.00%)
Total 813 (93.13%) 60 (6.87%) 873 (100.00%)

El efecto del alelo A es aditivo en lo que se refiere al riesgo de presentar varices (tabla
8). El tener dos alelos A aumento el riesgo de presentar varices respecto a los que
tenian un solo alelo (12.15% vs 8.67% p=0.012)

Tabla 8: Efecto del nimero de alelos A del ABO en la enfermedad venosa crénica.

Sanos Varices Total
GruponoA  361(96.52%) 13 (3.48%) 374 (100.00%)
Grupo A 358 (91.33%) 34 (8.67%) 392 (100.00%)
Grupo AA 94 (87.85%) 13 (12.15%) 107 (100.00%)
Total 813 (93.13%) 60 (6.87%) 873 (100.00%)

Mientras que el alelo O parece tener un efecto protector (Tabla 9). Los individuos
portadores de al menos un alelo estdn mas protegidos que los que no tienen ninguno
(5.76% vs 11.8% p=0.0032). Este efecto es también aditivo (tabla 10) ya que la presencia
de dos alelos O protegen més que la presencia de un unico alelo (3.83% vs 7.06%
p=0.00042).

Tabla 9: Relacion del alelo O del gen ABO con la enfermedad venosa crénica.

Sanos Varices Total
Grupo O 671 (94.24%) 41 (5.76%) 712 (100.00%)
Grupo no O 142 (88.20%) 19 (11.80%) 161 (100.00%)
Total 813 (93.13%) 60 (6.87%) 873 (100.00%)
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Tabla 10: Efecto del nimero de alelos O del ABO en la enfermedad venosa crénica.

Sanos Varices Total
Grupo 00 276 (96.17%) 11 (3.83%) 287 (100.00%)
Grupo O 395 (92.94%) 30 (7.06%) 425 (100.00%)
GruponoO 142 (88.20%)  19(11.80%) 161 (100.00%)
Total 813 (93.13%) 60 (6.87%) 873 (100.00%)

6.6  ESTUDIO DE ASOCIACION DETODO EL GENOMA (GWAS) CON LA EVC

En el Estudio de Asociacion de todo el Genoma (GWAS) se han analizado un total
de 10.333.120 de SNPs distribuidos por todo el genoma. Es importante destacar que
16 SNPs mostraron una significacién estadistica con una p=107. En la tabla 11 se
muestran dichos SNPs.

Tabla 11: Resultado del GWAS.

SN PSNP chr type
151447844 1,6E-07 3 SNP
rs775779 E,74E-07 3 SNP
rs775778 1,86E-07 3 SNP
rs71733839 4,37E-07 3 INDEL
rs199822133  4,63E-07 3 INDEL
18775764 4,69E-07 3 SNP
rs80275869 7,05E-07 19 SNP
1$73659662 7,99E-07 9 SNP
rs200242468  8,23E-07 9 INDEL
rs62576159 8,23E-07 9 SNP
rs78211157 9,06E-07 9 SNP
rs201313070  9,11E-07 9 INDEL
rs57095228 9,23E-07 9 SNP
rs56029363 9,24E-07 9 SNP
rs80203234 9,5E-07 9 SNP
rs187659990  9,98E-07 2 SNP
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Concretamente estos SNPs se localizan en: rs1447844,1s775779,rs775778,1s71733839,
rs199822133, rs775764. Estan en el gen ROBO2 (roundabout guidance receptor 2)
también conocido como SAX3 ubicado en el cromosoma 3. El SNP 1rs80275869 esta
en el gen NLRP5 también conocido como MATER, ubicado en el cromosoma 19. Los
SNPs 1573659662, 15200242468, 1562576159, rs78211157, rs201313070, rs57095228,
1s56029363, rs80203234 pertenecen al gen Cylicin II (CYCL2) del cromosoma 9. El
rs187659990 ubicado en el gen ZNF804A del cromosoma 2.

De los SNPs con las p mas significativas ninguno esta en la regién cromosémica
(locus) del gen FOX1 (cromosoma 16q24), asociado con EVC en otros estudios. Otros
genes implicados previamente con EVC, como MMP2 o COLIA2, tampoco aparecen
asociadas a la EVC en nuestro estudio. La Figura 12 muestra el Manhattan Plot
de los resultados de este analisis de GWAS. Este tipo de grafica es el utilizado para
representar en los estudios de GWAS todos los SNPs analizados cromosoma a
cromosoma siendo los significativos aquellos que pasen el umbral p<10-~.

Manhattan Plot

g1 0{P vauo)

Figura 12: Manhattan plot
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6.7 CORRELACION GENETICA CON OTRAS ENFERMEDADES

Se busco la correlacién genética con diferentes enfermedades, tal como puede
verse en la tabla 12. El estudio ha revelado una importante y estadisticamente muy
significativa correlacién genética entre la EVC y la Enfermedad Tromboembolica
Venosa (pg = 0.80, con una p = 0.0069). Esto sugiere que ambas patologias pueden
tener una base genética comun. Destacar que no se halld correlacion ambiental
significativa entre estas dos patologias (pe=0.8, p=0.19), remarcando la importancia
de la asociacién genética entre ambas. Debido al bajo nimero de casos en la muestra
de enfermedades como la artritis reumatoide, la dermatitis atépica, el vitiligo o la
alopecia areata no se pudieron realizar los célculos de correlacién.

Tabla 12: Correlacion genética entre la EVC y otras patologias recogidas en los sujetos estudiados.

Estimaterhog0 SErhog0 zscorerhog rhoe Estimaterhog SErhoe zscorerhoe rhogOpval rhoePval trl

0,590057212  0,497139 1,186905  rhoe -0,66675  1,004684 -0,66364  0,159886  0,460762 Trombosis arterial
0,800630878 0,348587 2,296789  rhoe 0,803659  0,908886 0,884224 0,006962 0,198793 Enfermedad tromboembdlica venosa
0,692904518 0,265491 2,609901 rhoe 0,790675  0,668842 1,182155 0,007772 0,162676 Trombosis arterial y venosa
-0,071741394 0,994604 -0,07213  rhoe -0,84354  1,000147 -0,84342 0,791177 0,404317 Asma
-0,237963464 1,004286 -0,23695 rhoe 1 0 Inf 0,471774 0,091569  Rinitis alérgica
-0,243858884  1,442732 -0,16903  rhoe 1 0 Inf 035187 0,341548 Psoriasis

-1 0 -Inf  rhoe 1 0 Inf 0,014822 0,010377 Dermatitis atépica

1 0 Inf  rhoe -0,35814  1,097636 -0,32628 0,444176 0,784174 Artritis reumatoide
0,215534727  0,999183 0,215711  rhoe -0,33149  0,999685 -0,33159 0,157565 0,629592 Hipertension arterial
-0,123736668 0,448653 -0,2758 rhoe -1 0 -Inf 0,780406 0,343173 Neoplasias
0,109401939 0,329048 0,33248 rhoe -0,60904  2,712418 -0,22454 0,734211 0,824609 Tiroiditis autoinmune
-0,376526649  0,995412 -0,37826  rhoe 1 0 Inf  0,183095 0,008442 Hypersensitivity
-0,347807103 0,293871 -1,18354  rhoe 0,782926  1,151529 0,679901 0,215339 0,348104 Autoinmune

0,486488641 1,883929 0,258231  rhoe 0,449633  0,868804 0,517531 0,625903 0,609846 Diabetes Mellitus




Bases genéticas de la enfermedad venosa cronica




DISCUSION






DISCUSION

7. DISCUSION

Identificar los factores genéticos implicados en el desarrollo de patologias es uno
de los objetivos fundamentales de la medicina moderna imprescindible para la
transicién de la medicina reactiva (intervenir cuando ya ha aparecido la enfermedad)
a la medicina preventiva (intervenir antes de que aparezca la enfermedad). Encontrar
las variantes genéticas implicadas en el desarrollo y progresién de enfermedades
nos puede llevar, no sélo a mejorar la prevencién, sino a entender la fisiopatologia de
estas enfermedades y mejorar el diagnostico y tratamiento. Sin embargo, en el ambito
de la Gendémica, los buenos resultados obtenidos en la identificacién de factores
genéticos asociados a enfermedades monogénicas o mendelianas contrastan con
la dificultad que suponen la identificacién de la base genética de las enfermedades
complejas.

Para abordarel estudio de una enfermedad compleja, como es la EVC, hemos diseniado
un estudio innovador en nuestro campo, basado en familias extensas, siguiendo un
enfoque multidisciplinar (datos clinicos y genémicos) y una metodologia robusta
(calculo de la heredabilidad y asociacién con variables fenotipicas y genéticas) para
poder evitar posible sesgos. En este sentido es importante destacar que se ha usado
la terminologia recomendada por el VEIN-TERM (8) y la clasificacién CEAP en su
version resumida del 2004 (12), ofreciendo un lenguaje comun y estandarizado en
lo que a la patologia venosa se refiere, tal como reclaman Carpentier (38) y Allegra
(11) en sus trabajos recalcando que hay pocos estudios que utilicen la CEAP como
medida fenotipica.

Un aspectoimportante a destacar ha sido la recogida de datos por parte de un cirujano
vascular experto , evitando asi el uso de auto-cuestionarios. Tal como demuestra Ahti
(47), la informacién sobre antecedentes familiares o sobre la presencia de varices
recogida en forma de auto-cuestionarios tienen un sesgo de memoria importante
por lo que concluyen que el tinico medio valido para realizar este tipo de estudios, es
la evaluacién de los antecedentes familiares de varices con el examen clinico de los
pacientes y sus familiares, tal como hemos realizado en este estudio.

A partir de estos datos clinicos, el presente trabajo aborda el estudio de la EVC, a
partir de dos enfoques genéticos complementario: i) anélisis de variantes en genes
candidatos (aquellos que por su funcién podrian estar implicados en la enfermedad)
y ii) analizando variantes genéticas distribuidas por todo el genoma. Esta ultima
permite un enfoque global (gendémica) sin hipotesis previas de partida sobre la
funcionalidad de las variantes analizadas, lo que permite identificar genes no
implicados en la enfermedad previamente. Este enfoque gendémico en EVC aplicado
a familias extensas constituye un trabajo Uinico hasta la fecha.
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Desde el punto de vista poblacional, el estudio demuestra que la edad y el sexo son
dos factores significativamente implicados en la aparicién de la enfermedad con
un coeficiente de regresién para la edad de -0.08 (DE= 0.02, p=0.00000237); y sexo
del -0.37 (DE=0.14, p=0.00834). En la muestra estudiada a mayor edad més riesgo
de presentar varices. Esto sucede tanto en hombres como en mujeres, siendo entre
las mujeres el aumento maés significativo. Este resultado es compartido por otras
investigaciones (38) (37) (43) por lo que podemos considerar que la edad es uno de los
factores mas relacionados con el riesgo de presentar EVC.

La edad2 (también presenta un valor significativo) indicando que este riesgo no
sigue una relacién lineal sino logaritmica, es decir el incremento del riesgo es
mayor para mayores edades. Este resultado podria indicar la presencia de algin
factor degenerativo que contribuyera a la aparicién de la EVC. Dado el alto grado de
heredabilidad obtenido este factor podria tener un sustrato genético.

La relacion entre el sexo y la EVC ha sido muy discutida en la bibligrafia revisada. A
pesar del tipo de diseno planteado en el estudio, con una muestra que podria no ser
representativa de la poblacién, identificamos 60 individuos con EVC, 39 mujeres (65%)
y 21 hombres (35%), encontrando una relaciéon entre el sexo femenino y la presencia
de EVC, donde la frecuencia de varices es el doble entre las mujeres comparada con
los hombres. Este resultado concuerda con otras publicaciones (23) (24) (27) por lo
que podria existir algin factor hormonal o genético que justificara estos resultados.

Al analizar la distribucién de casos de EVC por familia llama la atencién que en
una enfermedad con una prevalencia tan elevada, hasta el 44% en el estudio Detect-
IVC(24), presente una distribucién tan segregada entre las familias. Vemos que hay
14 familias sin ningun caso y 21 con algun afectado, concentrandose la mayoria en 3
familias. La percepcién de la existencia de una agregaciéon familiar en la EVC ha sido
estudiada en numerosos articulos (24, 25, 36-40, 43, 44, 68) (66, 67). Son los estudios
de Cornu-Thénard (72), Carpentier (38) y Kroeger (32) los que de forma mas evidente
encuentran esta agregacion familiar,

La agregacion familiar es causa necesaria pero no suficiente para inferir un
sustrato genético en la transmisiéon de una enfermedad ya que los componentes
ambientales (que pueden compartir individuos que viven juntos) pueden jugar un
papel importante. En el trabajo de Kohno (107) se estudi6 el riesgo de presentar
varices en 80.214 ninos adoptados segun la afectaciéon de los padres tanto biolégicos
como adoptados. Se pudo constatar que los nifios adoptados con padres biolégicos
afectados tenian mas riesgo de presentar varices (SIR= 2.2; 95% CI, 1.91-2.55) que
los ninos con el padre biolégico sano y el padre adoptivo con varices (SIR= 1.15; 95%
CI, 0.92-1.42). Estos estudios avalan la presencia de factores genéticos en la EVC. Los
resultados del presente estudio demuestran la importante base genética de la EVC
con una heredabilidad del 78% con una p=3.5x10®. Este resultado pone de manifiesto
el alto impacto del componente genético en la etiologia de la enfermedad y abre el
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camino para abordar la identificacién de las bases genéticas de la EVC.

Aunque Fukaya et al.(108) ya reportaron una heredabilidad del 28%, su trabajo difiere
en la metodologia de estudio. Su muestra son datos recogidos de la base de datos UK
Biobank durante los afios del 2006 al 2010, y es una cohorte longitudinal de individuos
de 40 a 69 anos. Si tenemos en cuenta que el riesgo de varices se incrementa de forma
exponencial con la edad, podemos decir que no es una muestra representativa de la
poblacion. Otro aspecto es la recogida de datos, ya que los individuos son catalogados
como afectos en funcién del cédigo ICD, no utilizan por tanto la nomenclatura
estandarizada de la CEAP. La forma de calcular la heredabilidad es diferente en los
dos trabajos, mientras ellos utilizan una estimacién de la heredabilidad a través
de los SNPs del GWAS, en nuestro estudio la calculamos directamente en familias
extensas, siendo esta Ultima forma metodolégicamente mas correcta.

Otro aspecto remarcado por ellos mismos es que los individuos catalogados como
sanos no pueden ser excluidos como afectados ya que no han sido explorados por
un especialista en cirugia vascular, simplemente podria ser que no hayan buscado
atencién médica. Por lo tanto, tal como ellos mismos admiten en su estudio,
podrian estar infra-estimando el resultado de algunas asociaciones y explicaria la
diferencia de resultados respecto a nuestro trabajo. Aun teniendo en cuenta todas
estas limitaciones concluyen que la EVC tiene una alta heredabilidad remarcando la
importancia de encontrar el sustrato genético de dicha patologia.

Fiebig et al. (44) en su trabajo publicado en el 2010 encontraron una heredabilidad del
17.3% +/- 2.5% (P=1.4x10e), la cual es significativamente mas baja que la hallada en
nuestro estudio . A pesar de ello concluye que la heredabilidad es el factor de riesgo
mas importante en la aparicién de EVC. El estudio de Fiebig muestra similitudes con
el nuestro ya que ambos utilizan familias para calcular la heredabilidad. A pesar
de contar con un tamano muestral mayor, plantea varios problemas metodologicos
que hacen que nos cuestionemos sus resultados. Estos autores reclutan pacientes
ingresados en una clinica por presentar EVC, siendo el 71% de los sujetos incluidos
mujeres, resultado coherente con el hecho de que son las mujeres las que con mas
frecuencia consultan por problemas relacionados con la EVC (109). Esto supone un
sesgo importante de seleccidén que genera que la muestra no sea representativa de
la poblacién. Por otro lado, este estudio carece de grupo control, lo cual en estudios
de heredabilidad que se basan en poblaciones es de suma importancia. Otro sesgo
es la recogida de datos referentes a los familiares, ya que esta informacién la
aporta el paciente por medio de un auto-cuestionario. Tal como expone Ahti (47), la
informacion obtenida a partir de entrevistas o auto-cuestionarios, suponen un sesgo
de memoria importante, concluyendo que el Unico medio valido para realizar este
tipo de estudios, es la evaluacion de los antecedentes familiares de varices con el
examen clinico de los pacientes y sus familiares, tal como nosotros hemos realizado.
En nuestro estudio no se han utilizado auto-cuestionarios y todos los individuos han
sido evaluados por un cirujano vascular.

111



Bases genéticas de la enfermedad venosa crénica

Queremos destacar que la heredabilidad obtenida en el presente trabajo tiene
importantes repercusiones clinicas. Por un lado, demuestra el escaso efecto de los
factores ambientales sobre la aparicion de la enfermedad, 1o que evidencia la escasa
repercusién de las medidas higiénico dietéticas en la prevenciéon de las varices,
especialmente en aquellos individuos que presenten una gran predisposicién
genética en su aparicién de la enfermedad. Por otro lado, se justifica centrar los
esfuerzos en la investigacion genética con tal de detectar los genes implicados, y
los mecanismos fisiopatolégicos reguladores de la expresién de estos genes, para
poder comprender en profundidad el origen de la enfermedad y asi poder encontrar
tratamientos centrados en evitar su aparicién y no en controlar sus consecuencias.

Un punto importante es la relacién entre Enfermedad tromboembdlica venosa (ETV)
y EVC. Histéricamente, esta relacion siempre ha sido controvertida. Los trabajos de
Heit (110) y Miiller (57) muestran como las varices son un factor de riesgo importante
en la presentacién de trombosis venosa profunda (TVP). Milller, en una cohorte de
casos y controles, encuentra 132 casos de TVP entre los 2.357 afectos de varices lo
que supone un 5.6%, mientras que sélo se encuentran 728 casos entre los 80.588
pacientes sin varices, un 0.9%. Concluye que hay prestar especial atencién a los
pacientes con varices, historia previa de TVP, cdncer u hospitalizacién reciente.

Cushman y cols (41) encuentra que los niveles altos de FVIII, factor von Willebrand
y D Dimero asociados a un aumento del riesgo y de la gravedad de presentar EVC.
Mientras que las variantes genéticas del Factor V Leiden o la mutacién 20210A no
tuvieron ninguna relacion.

Recientemente, Chang y cols (111) reportan una relacién significativa entre EVC
y ETV. En una muestra retrospectiva con 212.984 pacientes con varices y 212.984
controles, la presencia de varices se asocidé a mayores ratios de incidencia de TVP
(6.55 vs 1.23 por 1000 personas-ano) con una diferencia de riesgo absoluto (DRA)
de 5.32 (IC 95%, 5.18-5.46). Para la Embolia Pulmonar (EP) las incidencias fueron de
0.48 en el grupo de varices vs 0.28 en el grupo control, con una DRA de 0.20 (IC 95%,
0.16-0.24). Los hazard ratios para el grupo de varices comparado con los controles
fueron de 5.3 (IC 95%, 5.05-5.56) para la TVP y de 1.73 (IC 95%, 1.54-1.94) para el EP. En
sus conclusiones finales indican que si esta relacion es causal o si existen factores
comunes deberia ser objeto de futuras investigaciones.

Es el estudio publicado por Zdller (112) el que reporta una agregacién familiar entre
las varices y la ETV. Segun este trabajo las personas con parientes con varices tienen
un riesgo aumentado de presentar ETV con un standar incidence ratio (SIR) de 1.30,
95% (1.26 - 1.33), mientras que las personas con parientes con ETV tienen un riesgo
aumentado para presentar varices, SIR 1.30,95% (1.27 a 1.34). Encuentran también un
aumento del riesgo a mayor numero de miembros afectos en la familia. Un aspecto a
destacar es que la relacién entre varices y ETV no se limita tan sélo a las piernas ya
que se encuentran también casos de EP sin TVP en EEII o trombosis de otras venas

del cuerpo. Curiosamente no se aprecia esta relacién entre los/as conyugues de los
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afectados por ETV o varices, lo que indica que no existe una relacién ambiental en
la aparicién o que esta, de existir, es muy débil, en concordancia con los resultados
de nuestro estudio donde la principal componente que influye en la aparicién de
la enfermedad es genética. El estudio de Zoller et al. concluye que las varices y la
ETV comparten una susceptibilidad familiar y que unido a la importante agregaciéon
familiar y al bajo riesgo entre los conyuges esta relaciéon puede ser genética. Siguiendo
con la premisa de que existe una relacién entre EVC y ETV, Wassel (113) desarrolla un
score de riesgo genético con /loci de ETEV para evaluar el riesgo de EVC. En su estudio
incluyen 1.447 participantes genotipados para 33 SNPs en 22 loci de riesgo para ETV.
Su score de riesgo genético para la EVC usando marcadores de riesgo de la ETEV
funciono en todos los grupos étnicos y raciales contribuyendo significativamente
a la prediccién. Las diferencias encontradas establecen la necesidad de estudiar de
forma més profunda la arquitectura genética cada grupo racial.

En el presente trabajo se confirma la hipotesis de Zoller (112) y se ha demostrado
una importante correlaciéon genética de las varices con la ETEV con una pg = 0.80,
con una p = 0.0069. Si bien existe también una correlacién ambiental, esta no llega
a ser significativa (pe=0.8, p=0.19). Por lo tanto, si que parece existir relacién entre
la EVCy la ETEV y ademas podemos confirmar que es una relacién principalmente
genética. Estos resultados concuerdan con los publicados por Fukaya en 2018 (108)
donde también encuentran una correlacién genética muy importante entre varices
y TVP con una rg:036; p=5.5x10". Esta correlacién, menor que la encontrada en
nuestro estudio , puede ser debida, como hemos indicado anteriormente, a una
infraestimacién de los resultados. A pesar de todo concluyen que la historia de TVP
es la que presenta mayor correlacién genética con la EVC.

Dada la alta prevalencia de la EVC entre la poblacién, el demostrar la relacién
genética con una patologia tan grave como la ETEV supone un gran avance ya que son
muchas las personas que se pueden ver afectadas por estas dos patologias, y enfatiza
la importancia de la prevencién de la EVC. El hecho de considerar la EVC como una
enfermedad benigna supone un grave error, especialmente en algunos pacientes
por su riesgo aumentado de presentar ETEV. En este sentido, es importante tener
en cuenta que la ETEV tiene un tratamiento preventivo como son los tratamientos
anticoagulantes, y por tanto identificar los pacientes que se pueden beneficiar de
ellos es un aspecto clave en esta patologia. Por lo tanto, los resultados obtenidos
en el presente estudio plantean una nueva area de investigacién terapeutica en el
contexto del uso de los farmacos anticoagulantes en pacientes con EVC avanzada
y alto riesgo de ETEV.

La presencia de esta relacién genética demuestra la existencia de factores comunes
que afectan a ambas patoldgicas, la ETEV y la EVC. Para profundizar mas en los
aspectos de esta correlacion, hemos observado una alta asociacién genética entre la
EVC y la ETEV con fenotipos de la coagulacion (ver tabla 1). Concretamente, hemos
encontrado una correlacion genética significativa con fenotipos de la hemostasia
como son la antitrombina III (AT{), y la vitamina B12. Estos resultados concuerdan
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con la correlacién encontrada con la ETEV, remarcando todavia més la relacién entre
ambas patologias. La antitrombina III es un inhibidor natural de la coagulacién y
sus niveles bajos se asociacién significativamente al riesgo de ETV. En la muestra
estudiada sus niveles son mayores en los controles, lo que pone de manifiesto el
estado pro-coagulante de los afectados por la EVC y la relacién entre estas dos
patologias. La disminucién de la funcién renal es un claro marcador de patologia
arterial (114) pero no se ha relacionado hasta la fecha con patologia venosa crénica,
por lo que se abre una via de investigacién entre la funcién renal y la EVC.

Finalmente, la vitamina B12 es una vitamina hidrosoluble que tiene un papel esencial
en el funcionamiento del sistema nervioso, de la eritropoyesis y en la formacién
de otras proteinas. Esta implicada en el metabolismo celular y en la sintesis y
regulacion del ADN. Su déficit provoca anemia megaloblastica (115). A pesar de tener
un papel importante en la regulacién del ADN tan sélo hay publicado un trabajo
donde se estudia su relacién con las varices (116); en €l se concluyen que no hay
relacién entre el déficit de vitamina B12 y la aparicién de varices, a pesar de que los
casos estudiados presentaban niveles levemente superiores de vitamina B12 que los
controles. Nuestros resultados muestran una correlacién positiva con los niveles de
vit B12, es decir, los genes que regulan al alza la vit B12 parecen aumentar el riesgo
de EVC. Seria importante replicar estos resultados en un estudio independiente para
profundizar el papel que podria tener la vitamina B12 en enfermedad vascular en
general y en EVC en particular.

Una vez demostrada la importante implicacién de factores genéticos estudiados
en la susceptibilidad a padecer EVC, hemos abordado la identificacién de estos
factores genéticos desde dos estrategias complementarias. En primer lugar,
analizando variantes genéticas en genes candidatos que son aquellos que codifican
para proteinas que participan en mecanismos implicados en procesos fisiologicos
cuyas alteraciones podrian conducir a la apariciéon de EVC. Hemos seleccionado
principalmente aquellas variantes genéticas relacionadas con la hemostasia y la
cascada de la coagulaciéon sanguinea. De los 101 SNPs analizados hemos encontrado
una asociacion significativa con 6 de ellos. Concretamente:

e el rs5985 del gen F11 que codifica para el factor XIII de la coagulacién
ubicado en el cromosoma 6, en el exén que codifica para el polipéptido
A1. Niveles bajos de factor XIII se han relacionado con la aparicién y la
peor evolucién de ulceras venosas (clase 6 de la clasificacién CEAP)
(117). También se ha publicado que ésta variante genética (su alelo mas
prevalente) tenia un caracter protector contra el infarto de miocardio y la
trombosis venosas (102).

e La variante rs2036914, en el gen F11 que codifica para el factor XI de la
coagulacién en el cromosoma 4. Esta proteina esta presente en el plasma
como un zimobgeno. Este factor plasmatico activado XI activa la fase media
de la via intrinseca de la coagulacién sanguinea al activar el factor IX. Los
defectos en este factor conducen al sindrome de Rosenthal, una anomalia
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de la coagulacion de la sangre (106), y los niveles altos de FXI se han
asociado a ETV.

e Deespecialrelevancia esla asociaciéon encontrado entre la variante genética
rs 657152, ubicada en el gen ABO en el cromosoma 9, y la EVC. Es una
sustitucién A>C/A>T que provoca una variacién en el intrén ABO. Este gen
codifica la glicosiltransferasa responsable de la determinacién del grupo
sanguineo ABO (118). En nuestro estudio ser portador del alelo A (grupo
sanguineo A) aumenta tres veces el riesgo de presentar varices respecto a
los no A (9.42% vs 3.48%). Este efecto es ademas aditivo ya que entre los
portadores de 2 alelos A aumenta la presencia de varices respecto a los
portadores de un solo alelo (12.15% vs 8.67%). Los resultados demuestran
que la presencia del alelo O es protectora frente a la aparicién de EVC. Los
individuos con al menos un alelo O presentaron la mitad de tasa de varices
que los no poseedores (5.76% vs 11.80%). El efecto es también aditivo ya
que el tener los dos alelos O tiene mayor proteccién (3.83% de varices con
dos alelos O vs al 7,06% con un solo alelo). Estos resultados concuerdan con
la bibliografia previa (118-120), donde la presencia del alelo A se relacion6
con la presencia de EVC. Por otro lado, la relacién entre el ABO y la ETEV
es blen conocida (121, 122). La asociacién entre el grupo sanguineo ABO
y la EVC por una lado, y la ETV por otro, vuelve a poner de manifiesta
la existencia de factores genéticos implicados en la aparicién de ambas
enfermedades, como demuestra la importante correlacién genéticas
identificada en nuestro estudio. Desde un punto de vista funcional, el
grupo sanguineo ABO se encarga de modular los niveles circulantes del
factor von Willebrand (VWE), el cual regula la adhesién de las plaquetas
y estabiliza el factor VIII de coagulacién. Los portadores del alelo O tienen
una disminucién marcada del nivel de ambos factores en comparacién con
los individuos que no son O. El ABO es por tanto un nexo de unién claro
entre la EVC y la ETEV haciéndolo por tanto un buen objetivo para realizar
estudios de gen candidato.

Si comparamos los resultados del presente con los de Wassel (113) vemos que los
genes del Factor XIII, del ABO y del factor XI coinciden como marcadores de riesgo
asociado a varices y ETEV. De eta forma se puede corraborar la relacién a nivel
genético de los mecanismos de coagulacién sanguinea en ambas patologias.

Otra de la variantes genéticas asociada con EVC es la variante rs11925694, en el
gen IGF2BP2 en el cromosoma 3, que codifica el factor de crecimiento insuline-like. E1
rs7901695, en el gen TCF/L2 en el cromosoma 10, estd implicado en la homeostasis
de la glucosa en la sangre. Al igual que las dos variantes anteriores, estos dos genes
estan implicados en la susceptibilidad para la diabetes (104). Hasta la fecha este el
primer estudio que encuentra relacién entre estos genes y la EVC y, aunque no se
han encontrado estudios que relacionen la EVC con la diabetes, estos resultados
abren una nueva via de investigacién en este ambito.
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La segunda estrategia para abordar la identificacién de las bases genéticas de la
EVC ha sido el analisis de asociacion global del genoma (conocido por sus siglas
en inglés GWAS). Estos estudios constituyen una herramienta indispensable para el
estudio de las enfermedades complejas. Con ellos se puede estudiar la asociacién de
millones de SNPs con fenotipos complejos en muestras de gran tamano. Representa
ventajas respecto a los estudios basados en genes candidatos, ya que estos Ultimos se
centran en pocos genes que son seleccionados partiendo de una posible relacién con
la enfermedad que estudiamos, aportando datos que en ocasiones son dificiles de
replicar (75). Ofrecen también ventajas respecto a los estudios de ligamiento basados
en familias, ya que estos ultimos han funcionado muy bien en enfermedades de tipo
Mendeliano donde unos pocos marcadores tienen un alto impacto en la aparicién del
fenotipo, mientras que en enfermedades complejas donde el fenotipo esta afectado
por cientos o miles de marcadores genéticos, con un efecto menor, funciona mejor
el GWAS (75).

En el presente trabajo se han estudiado 10.333.120 variantes genéticas tipo
SNPs distribuidas por todo el genoma, donde destacan 16 SNPs con un valor
muy significativo. Concretamente, las variantes rs1447844, rs775779, 1s775778,
1571733839, rs199822133, 1s775764. Estan en el gen ROBO2 (roundabout guidance
receptor 2) también conocido como SAX3, ubicado en el cromosoma 3. La proteina
codificada por este gen, perteneciente a la familia ROBO, codifica para un receptor
transmembrana de la proteina homéloga 2 de la hendidura y funciona en la guia de
los axones y la migracién celular. Las mutaciones en este gen estan asociadas con el
reflujo vésico-ureteral, caracterizado por el flujo de orina hacia atras desde la vejiga
hacia los uréteres o el rifién (123). En ratones esté involucrado en el desarrollo del
pericardio, el miocardio del asta sinusal y la alineacién de la vena cava (124). Se ha
asociado también con el cancer de préstata (125) y con el cancer gastrico (126). El
estudio de la afectacién a nivel de membrana vascular es uno de los objetivos para
comprender la degeneracién de las venas, por lo que valorar la funcién del SOX3 en
la pared varicosa puede ser una nueva linea de investigacién.

El SNP rs80275869 esta en el gen NLRP5 también conocido como MATER, ubicado
en el cromosoma 19. La expresion de su ARNm (aproximadamente 4,2 kb) estd
restringida a los ovocitos. La caracterizacién del gen NLRP5 humano y su proteina
proporciona una base para investigar sus implicaciones clinicas en la insuficiencia
ovarica prematura autoinmune y la infertilidad en las mujeres (127). También se
asociado a la progresién y edad de aparicién de la esclerosis multiple (128). Las
mutaciones de NLRP5 sugieren conexiones entre la aptitud reproductiva materna, el
desarrollo zigdtico temprano y la impronta gendmica (129). No existe hasta la fecha
ningun estudio que relacione la EVC y el gen NLRP5 pero la clara asociacién entre el
sexo femenino y la EVC puede indicar una relaciéon pendiente de confirmar.
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Los SNPs 1573659662, 15200242468, rs62576159, 1578211157, 15201313070, rs57095228,
rs56029363, rs80203234 pertenecen al gen Cylicin II (CYCL2) del cromosoma 9. Se
expresa especificamente en los testiculos y forma parte del caliz citoesquelético
de las cabezas de esperma de mamiferos (130). Tampoco se ha reportado ninguna
relacién entre la EVC y este gen (o la expresion de su proteina). Los SNPs rs187659990
y 15181973206 pertenecen al gen ZNFS04A en el cromosoma 2 que codifican una
proteina de unién a los dedos de zinc. Se cree que los polimorfismos en este gen,
especialmente rs1344706, confieren mayor susceptibilidad a la esquizofrenia, al
trastorno bipolar y la adiccién a la heroina (131). Se ha establecido también su
relacion con el riesgo de presentar lupus (132). Tampoco se ha reportado ninguna
relacién entre la EVC y este gen (o la expresiéon de su proteina).

Es importante destacar que, hasta la fecha, hay publicados cuatro estudios donde
se ha realizado GWAS para el estudio de la EVC, ninguno de ellos en familias
extensas como el presentado en este trabajo. El primero fue realizado por “23andMe”
Biotechnology Company (Mountain View, California) presentado en el 64th Annual
Meeting of The American Society of Human Genetics (119). Sobre una muestra
de 92.666 individuos se tomaron casos y controles en base a un cuestionario,
encontrando 12 SNPs asociados a la EVC siendo el mas relevante el gen ABO. En el
presente estudio, utilizando la estrategia de genes candidatos, también encontramos
asociacién con el gen del ABO y determinamos que es el alelo A1 de este locus el que
confiere mas riesgo de desarrollar EVC. El resto de SNPs reportados en este estudio
no coinciden con los identificados en el nuestro.

Un segundo estudio, fue publicado por Ellinghaus (133), con 2.269 casos y 7.765
controles. Los casos fueron diagnosticados usando la clasificacion CEAP en una
clinica especializada. No obstante, los controles fueron tomados de una base de
datos (PopGen biobank) sin supervision médica directa, por lo que no se puede
excluir la presencia de EVC. Encontraron dos SNPs relacionados con la EVC ubicados
en los genes EFEMP1 y KCNHS (1517278665, rs727139 con p< 5x10%), y una asociacién
sugestiva que rozaba la significacién estadistica en el gen SKAP2 (rs2030136 con
p< 5x10°%). Tampoco estas variantes genéticas estaban asociadas a EVC en nuestro
estudio.

Shadrina et al (118) realizan el GWAS de dos poblaciones diferentes. La primera
muestra fue de poblacién rusa (709 casos y 278 controles) y la segunda de una
cohorte de poblacién britanica tomada de una base de datos del reino unido (10.861
casos y 397.594 controles). La muestra de la poblacién britanica es la misma que
posteriormente publicard Fukaya (120). La muestra de poblacion rusa fue explorada
medicamente tanto los casos como los controles, mientras que la muestra briténica
se basa en un registro sin supervisiéon médica directa. En la poblacién rusa ningin
SNP alcanz¢ la significacién estadistica de 10, pero el rs11121615 (gen CASZ1) fue
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el més significativo. En la poblacion briténica el rs11121615 (gen CASZ1), rs6712038
(gen PPP3R1) y el 1s6062618 (gen SOX18) obtuvieron una significaciéon estadistica
mayor de 10%. Tampoco estas variantes genéticas han aparecido asociadas a EVC en
nuestro estudio.

El Ultimo trabajo a comentar, publicado por Fukaya (120), estudia el GWAS en una
poblacién britanica de 9.577 casos y 327.959 controles de una muestra recogida de un
biobanco (UK Biobank), identificandose 30 locirelacionados con la aparicién de varices,
todos ellos con una significacién estadistica mayor de 10%. Los maés significativos
fueron el rs11121615 (gen CASZ1), el 152911461 (gen PIEZO1), rs2861819 (gen PPP3R1),
157773004 (gen HFE) y el rs8053350 (gen GALNS). Varias de estas variantes coinciden
con el estudio de Shadrina et al (118), porque estan utilizando los mismos datos de
los mismos individuos, por lo que no se trata de sefiales genéticas independientes.
Los resultados obtenidos en los citados estudios ponen de manifiesto la dificultad
que supone el estudio de una enfermedad compleja. En la tabla 13 Vemos claramente
cémo se afectan genes relacionados con la angiogénesis y la pared vascular (CASZ1,
PPP3R1, ADM, SOX18, VEGFA, ANGPT1, ANGPT2), pero también vemos otros genes
relacionados con vias de sefializacion y con la coagulacién. Es aqui donde radica la
dificultad a la hora de encontrar genes candidatos que aporten informacién sobre los
mecanismos fisiopatolégica de esta enfermedad, donde numerosas vias pueden tener
diferente incidencia en su apariciéon. Los resultados del presente estudio encuentran
también ciertas vias de senalizacién como posible diana en la apariciéon de varices.
El gen ROBOZ es una proteina relacionada con la migracién celular y en ratones se
relaciona con la formacion de grandes vasos. Encontramos también relacién con
genes relacionados con los ovocitos y los espermatozoides, tal como lo hacen el
equipo de “23andMe”(119), lo cual podria indicar una posible relacién entre el sexoy
las varices. Sin embargo, nuestro trabajo aporta informacién muy relevante sobre los
mecanismos de la EVC no identificada en estos estudios previos, muy especialmente
en el ambito de la coagulacién.
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Tabla 13: Principales single nucleotide polymorphisms (SNPs) relacionados con varices identificados
en GWAs realizados en estudios previos. Se muestran los efectos bioldgicos de los genes localizados
en las proximidades de los SNPs.”1 - 23andMe” results (119)/2 - Ellinghaus et al (133)/3 - Fukaya (120)

SNP Gen  Cromosoma Accién Estudios

rs11121615 CASZ1 1 Desarrollo vasos venosos. Angiogénesis. 1,3
Control tensién arterial

1$6712038 PPP3R1 2 Proinflamatorio. Expresa calcineurina, efecto 1,3
angiogénesis

15507666 ABO 9 Grupo sanguineo 1,3

157111978 ADM 11 Regulador de la tensién arterial. 1
Angiogénesis.

156062618 SOX18 20 Desarrollo de vasos sanguineos y linfaticos 1,3

156905288 VEGFA 6 Angiogénesis, remodelamiento vascular, pro- 1
inflamatorio

rs111434909  ANGPT1 8 Angiogénesis. Desarrollo de vasos venosos y 1
linfaticos

15966562 ANGPT2 8 Angiogénesis. Desarrollo de vasos venosos y 1
linfaticos

154463578 F9 10 Factor de la coagulacién IX 1

1517278665 EFEMPI 2 Antagonista de la angiogénesis 2

1579607156 THEG5 19 Expresion unicamente testicular 1

152030136 SKAP2 7 Regulacién y via de senalizaciéon de la 2
respuesta inmune

rs727139 KCNHS8 23 Regulador de los canales de potasio. Regula 2

contraccién muscular, secrecién insulina,
volumen celular,...

Rs2911461 PIEZO1 16 Canales id6nicos activados mecanicamente 3
Rs8053350 GALNS 16 Relacionado con la displasia ésea. 3
157773004 HFE 6 Gen de la hemocromatosis. Relacionado 3
con tromboembolismos venosos y ulceras
venosas

En cualquier caso, todos estos hallazgos genéticos explican una parte muy pequena
de la alta heredabilidad identificada en la EVC. Esta observacién no es exclusiva
de la EVC, sino que es generalizada en la identificacién de la base genéticas de las
enfermedades complejas. Tal como exponen Manolio et al (75), existen fenotipos
con una alta heredabilidad donde los loci identificados s6lo explican un pequeno
porcentaje de la heredabilidad del rasgo bajo estudio. Por ejemplo, la altura tiene una
heredabilidad del 80%, y se han identificado 40 loci relacionados donde solo explican
el 5% de la varianza fenotipica. Se han postulado varias explicaciones para justificar
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esta “heredabilidad perdida” (75) Por ejemplo, la existencia de una mayor cantidad
de variantes de pequenos efectos sumatorios, la presencia de variantes raras dificiles
de identificar y que presenten un gran efecto sobre el fenotipo en cuestién, dificultad
para detectar interacciones gen-gen o el efecto del ambiente en la expresion genética
en momentos puntuales.

Teniendo en cuenta los resultados del presente estudio sobre la identificacion de
las bases genéticas de la enfermedad tromboembdlica venosa, estamos convencidos
que so6lo integrando otras capas de informaciéon bioldgica, como la transcriptémica
(expresién de nuestros genes) y la epigendmica (regulacién de la expresiéon de nuestros
genes) podremos avanzar en el conocimientos de los mecanismos fisiopatologicos
que conducen a la progresién de EVC y, de este modo, mejorar el diagnoéstico, la
prevencién y el tratamiento de la EVC. Concretamente en nuestro estudio, cuyo
resultados gendmicos son la base del presente trabajo, ya disponemos de datos
transcriptémicos y epigendémicos en los 935 sujetos, pertenecientes a las 21 familias
extensas analizadas, que constituiran un abordaje émico Unico en el ambito de la
EVC de cara a futuros trabajos.
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8. CONCLUSIONES

e La Enfermedad Venosa Cronica presenta una importante base genética, con
una heredabilidad del 78%, por lo que podemos concluir que el principal factor
de riesgo para presentar enfermedad venosa crénica es de origen genético.

e En el estudio de asociacién de todo el genoma (GWAS) se han analizado un
total de 10.333.120 de SNPs, donde mostraron una significacién estadistica con
una p=10-7 los SNPs 151447844, rs775779, 15775778, 1571733839, 15199822133,
15775764, 1s80275869, 1573659662, rs200242468, rs62576159, rs7/8211157,
15201313070, rs57095228, rs56029363, rs80203234 y el 15187659990.

e Existe una correlacion genética muy significativa entre la Enfermedad Venosa
Crénica y la Enfermedad Tromboembdlica Venosa, con una pg = 0.80, con una
p = 0.00609.

e Los fenotipos de la hemostasia relacionados con la enfermedad venosa
crénica son la antitrombina III (ATf) y la vitamina B12.

e En el presente estudio, 6 de los SNPs relacionados con la hemostasia
estudiados han presentado relacién estadisticamente significativa con la
enfermedad venosa cronica, y son: rs5985, r1s2036914, rs657152, rs11925694,
157901695 y el rs10965243. Siendo el mas importante el grupo sanguineo
ABO, confirmando la relacién genética entre enfermedad venosa crénica y
enfermedad tromboembdlica venosa.
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9. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Comentar que existen limitaciones en nuestro estudio. A pesar de ser el Unico trabajo
realizado con familias extensas, este tipo de muestra limita la generalizacién de los
resultados a la poblacional general, donde seria necesario un diseno de caso/control.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

e Los hallazgos detectados en el presente estudio ofrecen nuevas vias de
investigacién para mejorar el diagnéstico y futuras acciones terapéuticas en la
Enfermedad Vascular Crénica.

e Laintegracién de otras capas de informacién bioldgica en futuros estudios, como
la transcriptémica (expresiéon de nuestros genes) y la epigenémica (regulacion
de la expresion de nuestros genes), haran avanzar en el conocimiento de los
mecanismos fisiopatolégicos que conducen a la progresién de EVC y su relaciéon
con la ETV, de este modo, podréd mejorar el diagnéstico, la prevencién y el
tratamiento de la EVC y, consecuentemente, la calidad de vida y supervivencia
de estos pacientes.
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ANEXOS

ANTECEDENTES

La enfermedad tromboembélica en sentido amplio (arterial o venosa) afecta a mas
de un 10% de la poblacién en algin momento de la vida. Se trata, por tanto, de una
enfermedad con gran prevalencia. Desde un punto de vista puramente clinico, se
considera como un rasgo complejo por la frecuente observacién de casos familiares
(base genética) y la también muy frecuente asociacién con factores ambientales:
por ejemplo tabaco, dieta, estrés (en la enfermedad coronaria) y anticonceptivos,
embarazo o cirugia intercurrente (en la trombosis venosa). En las ultimas décadas se
han descubierto varias anomalias genéticas simples que se asocian con una mayor
predisposicion a la trombosis venosa, pero que no explican por si solas la mayoria
de casos de trombosis. En cuanto a la trombosis arterial (infarto de miocardio como
paradigma) se conocen muy bien varios factores ambientales, pero apenas se han
descrito anomalias genéticas asociadas. No existen estudios adecuados que permitan
conocer los factores de riesgo genético subyacentes, en la poblacién general, ni en
los casos de trombosis venosa ni de infarto de miocardio o enfermedad vascular
cerebral.

Se define a la trombofilia como una predisposicién acusada a padecer enfermedad
tromboembdlica. Clinicamente, esta tendencia se refleja en una o varias de las
sigulentes caracteristicas:

- Tromboembolismo en edad joven (<45 anos)

- Tromboembolismo de repeticién en un mismo individuo

- Observacién de varios casos de tromboembolismo en una misma familia

- Trombosis en localizaciones atipicas (por ej. mesentérica, renal o senos venosos
cerebrales)

La investigacion de la trombofilia en Espana

Nuestra Unidad, pionera en Espana del estudio de la enfermedad tromboembdlica,
inici6é en 1989 un estudio multicéntrico sobre las causas biolégicas de trombosis
venosa en poblacién espafola, (EMET). En este estudio se identificaron deficiencias en
inhibidores de la coagulacién (Antitrombina, Proteina C o Proteina S), o la mutacién
FVL en solo el 32% de los casos de trombosis. La posterior identificacion en el 18% de
estas familias de la mutacién 20210 en el gen de la protrombina, amplia el nimero de
familias con un factor genético de riesgo trombotico conocido hasta cerca del 50%, lo
que coincide con los datos obtenidos en otras poblaciones, aunque las prevalencias
varian segun los criterios de seleccién de la poblacion estudiada. Estas observaciones
indican la existencia de otros genes aun no identificados que, por si solos o, muy
probablemente asociados a otros factores de riesgo, estan implicados en enfermedad
tromboembdlica.

Para abordar la identificacién de estos factores genéticos de riesgo trombotico
desconocidos (trombofilia idiopatica), nuestra Unidad inicié en Enero de 1995 el
proyecto GAIT 1 (Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia), con la colaboracién
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del Departamento de Genética de la Southwest Foundation for Biomedical Research
(San Antonio, Texas).

El objetivo ultimo del proyecto GAIT 1 ha sido la localizacién y caracterizacién de
genes desconocidos que determinan el riesgo de trombosis en la poblacién. Como
objetivo intermedio, se pretendié un estudio sistemaético de las bases genéticas de los
componentes fisiologicos de la hemostasia.

Con los resultados actuales (ver lista de publicaciones: ANEXO 1), el proyecto GAIT
1 ha demostrado la enorme eficacia de los métodos utilizados para el progreso
cientifico en el campo de la Hemostasia en general y de la trombofilia en particular.
La gran cantidad de fenotipos analizados, gracias a la inclusién de familias entre
1995 y 1997, ha establecido las bases para la bisqueda de los genes subyacentes. Sin
embargo, esa misma gran cantidad de analisis ha terminado por agotar las muestras
de plasma disponibles, sin haberse explorado todavia la totalidad de fenotipos
conocidos de la Hemostasia. Es necesario, pues, realizar nuevos muestreos para
continuar la descripcién genética exhaustiva de este sistema. También se precisa el
estudio de otros sistemas fisiolégicos estrechamente relacionados con la Hemostasia
y probablemente con las enfermedades tromboticas y cardiovasculares. Nos
referimos a los mecanismos de interacciones celulares entre plaquetas, leucocitos,
endotelio y subendotelio, a los mecanismos de la inflamacién y al metabolismo del
hierro, por ejemplo.

En consecuencia, nos proponemos la inclusion de nuevas familias con los mismos
criterios de seleccion de trombofilia idiopatica, que constituiran el proyecto GAIT 2.

OBJETIVOS DEL PROYECTO GAIT 2

1. Describir la base genética de nuevos fenotipos no analizados en el GAIT 1.

2. Confirmar los hallazgos del GAIT 1 en aquellos fenotipos directamente

involucrados en el riesgo de trombosis.

Replicar los resultados genéticos de ligamiento obtenidos en GAIT 1.

4. Ampliar la potencia estadistica (al aumentar el tamafio de la muestra) para
detectar efectos genéticos mas débiles, que no hayan conseguido significacién
estadistica en el GAIT 1, pero que sean realmente sugestivos de verdaderos
positivos.

5. Iniciar el estudio de otros componentes sanguineos candidatos a intervenir en
la fisiopatologia de la trombosis: leucocitos, hematies, plaquetas, mediadores
inflamatorios, marcadores de estrés oxidativo, metabolismo del hierro.

6. Ampliar el estudio del metabolismo de la homocisteina y su relacién con la
enfermedad tromboembodlica y la osteoporosis.

7. Investigar la posible relacién entre fenotipos de la hemostasia y la diabetes
mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico.

8. Estudio de la variabilidad genética en la expresion de ARN de los genes
relacionados con trombosis y la inflamacion.

w
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9. Investigacién de la posible relacién entre el ADN mitocondrial y los fenotipos
incluidos.

10. Obtencién de muestras bioldgicas de plasma y ADN en familias grandes, para el
proyecto europeo EUROCLOT.

11. Obtencién de muestras biolégicas de plasma y ADN en familias grandes, para el
proyecto europeo PROCARDIS.

12. 1Desarrollo de la Bioinformatica, la Estadistica Genética y la Gendmica en el
ambito de la trombofilia.

DEFINICION DE TROMBOFILIA IDIOPATICA

A efectos del proyecto GAIT 2 se considerara trombofilia idiopatica o inexplicada
siguiendo los mismos criterios establecidos en 1995 en el proyecto GAIT 1, es decir
sin contemplar las alteraciones asociadas a trombosis que se han descrito en los afios
posteriores a 1995 (mutacién PT 20210 A, mutacién FXII C46T, hiperhomocisteinemia
moderada, aumento de los niveles de factor VIII).

Un individuo presenta trombofilia venosa idiopatica si:

1° Manifiesta alguna de las siguientes caracteristicas clinicas:

e Trombosis venosa en edad joven (<45 anos).

e Tromboembolismo venoso de repeticion.

e Antecedentes familiares de tromboembolismo

e Trombosis en localizaciones atipicas (mesentérica, renal, hepato-espleno-portal,
senos venosos cerebrales, vena cava).

2° El estudio biolégico de trombosis resulta normal para los siguientes parametros:
e Antitrombina

e Fibrindégeno

e Proteina C

e Proteina S

e Resistencia a la proteina C activada (RPCa) y factor V Leiden

e Anticuerpos antifosfolipido y anticoagulante lupico.

Se considera episodio tromboembélico espontaneo al que no se asocia a ninguna de

las situaciones de riesgo ambiental siguientes:

e Cirugia o inmovilizacién (en los tltimos 3 meses antes del episodio)

e Fracturas 6seas (idem)

e Hospitalizacién (idem)

e Gestacidn, parto y puerperio (idem)

e Neoplasia activa

e Situacionesdetrombofilia secundaria a otras patologias: enfermedadinflamatoria
intestinal, enfermedad de Bechet, HPN, sindromes mieloproliferativos, etc.
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METODOLOGIA DEL PROYECTO GAIT 2

1. CRITERIOS DE INCLUSION

Se reclutaran familias de propositus con trombofilia idiopatica, siempre que su
estructura y tamano cumplan los requisitos de familias extensas (extended pedigrees):

e Un minimo de 10 individuos disponibles, incluyendo al propositus y a los
parientes politicos

e Un minimo de 3 generaciones, o bien 2 generaciones si alguna de ellas tiene 8 o
mas hermanos.

Almenosunodelos episodios de trombosis del propositus debe haber sido espontaneo.

Nota: a diferencia del GAIT 1 no se contempla la inclusién de familias “control”,
aleatoriamente extraidas de la poblacién general. En el ANEXO 12, se recogen las fases
para contactar, proponer y organizar el reclutamiento de las familias seleccionadas.

2. TAMANO DE LA MUESTRA

El numero total de individuos serd como minimo de 1000.

No se define a priori un limite superior para cerrar la inclusiéon de familias. La
potencia estadistica para detectar efectos genéticos aumenta (aunque no de forma
lineal) con el nimero de individuos incluidos. Las limitaciones finales del tamano se
estableceran por criterios presupuestarios y temporales.

Cada individuo incluido en este protocolo recibira una cantidad testimonial de 60€
en concepto de compensacion por las molestias que su desplazamiento al Hospital
le pueda haber causado.

3. CONSENTIMIENTO INFORMADO Y FIRMADO

A todos los individuos incluidos (en caso de los menores de edad, a sus padres o
representantes legales) se les informara de modo comprensible de los objetivos del
estudioy delaimportancia de su colaboracién. También se les ofrecera un documento
explicativo llamado “El Proyecto GAIT 2. Argumentos para otorgar el consentimiento
informado”, que se encuentra en el ANEXO 2. Antes de la obtencién de datos clinicos
y de la extraccién de muestras bioldgicas se les requerira la firma del documento de
consentimiento que se adjunta en el ANEXO 3.
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4. IDENTIFICACION INDIVIDUAL

(Ver ANEXO 4: Hoja individual de recogida de datos clinicos)

Cada individuo recibira un cédigo tnico (5 digitos) compuesto por

Un numero de 2 digitos ardbigos que correspondera al nimero Unico de cada
familia. Para evitar errores con las familias del proyecto previo, GAIT 1, se iniciara
con el n° 31 y se numerara a las familias consecutivamente desde el momento
de su inclusién.

Un numero de un solo digito para designar la generacién que ocupa el individuo
dentro de su familia

Un numero de 2 digitos ardbigos que designard la posicién del individuo en su
generacion. La numeracién sera de izquierda a derecha. Nota: Dos individuos
numerados consecutivamente en la misma generacién pueden no estar
emparentados genéticamente (por ejemplo marido y mujer). Pero en cada
subconjunto de hermanos, el orden de nacimiento (y también el de numeracién)
deberia ser, salvo excepcién por motivos de claridad del dibujo, desde el
primogénito hasta el més joven, de izquierda a derecha. No se numeraran ni los
abortos, ni los fetos nacidos muertos ni las muertes neonatales (de menos de 6
semanas).

Nombre: El nombre es confidencial y se usara para evitar o detectar errores de
identificacion.

5. ARBOL FAMILIAR

Se dibujara el arbol familiar para cada familia incluida en el proyecto, segin las
reglas generalmente aceptadas:

1.

Cada generacion debe ocupar una linea horizontal separada, con la mas antigua
en la parte superior, numeradas de arriba a abajo con nimeros romanos que se
colocaran a la izquierda de cada linea generacional.

En cada generacién, los individuos se numeraran preferentemente de manera
consecutiva de izquierda a derecha con numeros arabigos. En cada grupo de
hermanos, el orden debe ser preferentemente desde el primogénito hasta el
menor.

Los varones se simbolizaran con cuadrados y las mujeres con circulos. Individuos
de sexo desconocido, con rombos. Los abortos, fetos nacidos muertos y muertes
neonatales (antes de la sexta semana de vida) no se dibujaran.

Los individuos fallecidos tendran su simbolo cruzado con una linea inclinada
Los individuos afectos de tromboembolismo (arterial o venoso) se representaran
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con su simbolo pintado de negro. Los simbolos de los sujetos asintométicos se
dejaran vacios.

6. El propositus debe senalarse con una flecha.

7. Los matrimonios consanguineos deben simbolizarse por una doble linea
horizontal que conecta los dos simbolos. Se especificard aparte el grado de
consanguineidad (ej. primos hermanos)

8. Los gemelos monocigoéticos se simbolizaran con una linea desde la horizontal
que se bifurca y conecta con los simbolos. Los gemelos dicigéticos, con dos lineas
que se originan directamente desde un punto comun, en la horizontal. En caso
de que no se conozca el tipo de gemelaridad, se colocara un interrogante entre
los dos simbolos.

El dibujo del arbol familiar se utilizara para representar graficamente los individuos
afectos de las distintas enfermedades registradas (trombosis venosa, trombosis
arterial, enfermedad autoinmune, enfermedad inflamatoria, neoplasia) y la
informacioén relativa a composicién de domicilios y dieta compartida (ver Punto 6)

6. REGISTRO DE COMPOSICION DE DOMICILIOS Y DIETAS COMPARTIDAS

En cada familia se registrara la composicién de los domicilios involucrados, es
decir la relacién de individuos que conviven habitualmente en el mismo hogar.
Esta informacién permitira conocer los efectos ambientales compartidos sobre los
distintos fenotipos. Para estudiar los posibles efectos de la dieta, se registrara también
los individuos que, ademas de compartir domicilio, comparten la mayoria de las
comidas habituales (al menos 2 de las 3 comidas principales los dias laborables y
todos las comidas en dias festivos)

/. DATOS CLINICOS

En todos los individuos incluidos fenotipados se recogera de forma exhaustiva
la misma informacién clinica, independientemente de su estado de afectacién
trombdtica.

La informacién clinica debe extenderse a los familiares ya fallecidos y a los vivos no
fenotipados dibujados en el arbol. Se procurara obtener informacién documentada
de los episodios de trombosis u otras patologias en la medida de lo posible. Es de suma
importancia disponer de diagnoésticos objetivos de los episodios de tromboembolismo,
en especial para los no propositus.

Para cada individuo (fenotipados, no fenotipados y fallecidos) se cumplimentara una
Hoja de Recogida de Datos Clinicos (HRDC). Ver ANEXO 4.

Enlosindividuos fenotipados no debe dejarse en blanco ningin campo del formulario.
En los fallecidos y en los vivos no fenotipados se procurarad recoger los siguientes

datos: fechas de nacimiento y muerte, causa de muerte, antecedentes de trombosis
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venosa o arterial, enfermedad inflamatoria y/o enfermedad autoinmune, cancer.

En el campo que registra el nimero de episodios (trombéticos, reproductivos, etc.)
cero (0) significara que no ha existido ninguno.

En los campos que registran datos demograficos:

"Y" =si; "N" = no.

La HRDC utiliza como idioma el inglés, puesto que este proyecto sera presentado a
Instituciones Europeas y de USA, para evitar traducciones y errores. A continuacién se
describenlos camposincluidosy se especificanlasinstrucciones de cumplimentacion.

l. ldentificacién

1. Cadigo individual
Nombre y apellidos. N° de laboratorio y N° de Historia Clinica. Domicilio y teléfonos.

2. Propositus: si/ no. Sélo se aceptara un propositus por familia. Fenotipado: si/ no.
3. Fecha de nacimiento
Definida como dia/mes/afio usando dos digitos arabigos en diay mesy 4 digitos en afio.

(Ejemplo. 8 de julio de 1953: 08/07/1953; y si solo se conoce el afio: 01/01/1953)

4. Fecha de entrada en el estudio
Se define como el dia de la recogida de datos y extracciéon de muestras (Ver punto 3)

5. Sexo M= varén (male); F=mujer (female).
6. Fecha de la muerte (Ver punto 3)

7. Causa de la muerte: Elegir entre las siguientes:

- Edad avanzada Advanced age

- Enfermedad tromboembdlica (arterial o venosa) Thromboembolic disease

- Neoplasia Cancer

- Muerte traumética Traumatic death

- Enfermedad infecciosa Infectious disease

- Complicacion quirurgic (no trombdética) Surgical complication (not thrombotic)
- Enfermedad hepatica, pulmonar, digestiva o renal Liver, lung, digestive or kidney disease
- Enfermedad cardiaca no coronaria Non coronary heart disease

- Enfermedades del sistema nervioso central (no ictus) Central nervous system disease, except stroke
- Enfermedad autoinmune Autoimmune disease

- Enfermedad inflamatoria Inflammatory disease

- Ofras Other

- Desconocida Unknown
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Il. Trombosis venosas previas

Se aplicara un cuestionario clinico validado, con una eficacia diagnéstica del 98%, para confirmar episodios
previos de tromboembolismo venoso (Frezzato et al. Am J Epidemiol 1996,143:1257-65). Ver ANEXO 5.

1-4. Indicar el niumero de trombosis venosas profundas en EEIl o EESS (DVT), embolias de pulmén (PE),
tromboflebitis superficiales (STP) o de otro tipo sufridas por el individuo. Indicar la edad del primer episodio y
el método diagndstico mas fiable (objetivo) utilizado.

Métodos puramente clinicos Clinical, phlebograpy,
Métodos diagndsticos objetivos |Ecografia Gammagrafia doppler
Flebografia TAC ultrqsonography,
Pletismografia RMN pletismography,
Cirugia Autopsia surgery, angiography,
Arteriografia Otros gammagraphy, CT,
MNR, autopsy, other

4. Especificar localizacion de “otras trombosis venosas”

Mesentérica Renal Mesenteric Renal
Hepato-espleno-portal Hepatic-spleen-portal
Vena cava Cava vein

5. ¢ Ha sucedido algun episodio durante tratamiento anticoagulante?

"Y" = al menos una vez "N" = nunca

6. Numero de episodios espontaneos.
Se considera “espontaneo” el episodio que NO ha ocurrido dentro de los 3 meses posteriores a
cualquiera de las siguientes situaciones:

Cirugia Surgery

Inmovilizacién Immobilization

Fracturas 6seas Bone fracture

Hospitalizacion Hospitalization

Embarazo, parto o puerperio Pregnancy, delivery or puerperium
Neoplasia activa Active cancer

Enfermedad inflamatoria intestinal Inflammatory bowel disease
Hemoglobinuria paroxistica Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
nocturna (HPN) (PNH)

Se considera episodio espontaneo aunque ocurra durante la contracepcion oral o el tratamiento hormonal
sustitutivo.

Se anotara “0” si todos los episodios han ocurrido dentro de los 3 meses posteriores a cualquiera de las
citadas situaciones de riesgo.

7. Consignar el numero de situaciones de riesgo (cirugias, ingresos hospitalarios, encamamiento de mas de 1
semana, escayolamientos) SIN trombosis asociada.
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lll. Trombosis arteriales previas

Para cada situacion indicar el nimero de episodios y la edad del primero de ellos

. Infarto de miocardio
. Angina de pecho
. AVC isquémico

DO OWON -

. Otros (especificar)

. AVC isquémico transitorio (AIT)
. Trombosis arterial periférica (extremidades)

Cardtida rifén
Mesentérica bazo
Retina otros

Carotid
kidney

Mesenteric spleen

Resenfar el método diagnostico mas objetivo

Métodos puramente clinicos
Métodos diagnosticos objetivos

ECG

Ecografia
Enzimas TAC
Arteriografia RMN
Cirugia

Clinical, ECG,
enzymes,
Angiography,
surgery,

El registro de cualquier evento tromboembodlico arterial debe basarse de modo preferente en informes clinicos
de hospitalizaciones, urgencias, actos quirurgicos o visitas a especialistas (cardidlogo, neurélogo, cirujano
vascular). Ver ANEXO 6.

Se registrara especificamente si el episodio de AVC o trombosis arterial periférica ha sido de origen
cardioembdlico.
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IV.Factores de riesgo cardiovascular asociados en el momento de inclusién

Para cada uno de los contemplados, indicar si (Y), no (N)
Definiciones:

1. Tabaquismo actual (en el momento del estudio). Se distinguiran 6 categorias ordinales:
No ha fumado nunca; no fuma ahora; fumador pasivo; <10 cig/dia; 10-20 cig/dia; >20 cig/dia.

Se marcara sélo una categoria. En caso de poder aplicar 2 categorias (por ej. "exfumador" y "fumador pasivo"
actual) se escogera la de mayor exposicion al tabaco (en aquel caso, "fumador pasivo")

Se considerara fumador pasivo al que en la semana previa a la entrada en el estudio haya estado expuesto al
menos 1 hora en un ambiente con humo de tabaco, segun el cuestionario validado reportado en: Eisner MD, et
al. Environ Health Perspect 2001; 109:809-14.

Y utilizado en: Eisner MD, et al. Thorax 2005;60:814-21.

De forma resumida, se preguntara:
"En los ultimos 7 dias: ¢Cuantas horas en total, ha estado Ud. expuesto al humo de tabaco en estas
situaciones?"
- Su domicilio.
- En el domicilio de otra persona.
- Enun coche o cualquier otro vehiculo donde alguien fumaba.
- En el trabajo o en areas del trabajo limitadas para fumadores.
- Cualquier bar, restaurante, club nocturno, recinto deportivo, concierto donde los asistentes fumaban.
- Cualquier otro lugar.

2. Dislipemia si el paciente recibe tratamiento farmacoldgico especifico o las cifras son:
- LDL > 160 mg/dL (4.2 mmol/L)
- Trigliceridos > 200 mg/dL (2.25 mmol/L)
- HDL < 40 mg/dL en hombres o < 50 mg/dL en mujeres
(Esperaremos a conocer estos resultados).

3. HTA si las cifras de T.A. son > 140 / 90 o el paciente recibe tratamiento farmacolégico especifico.

4. Diabetes si recibe tratamiento farmacoldgico especifico (y por la Historia Clinica) o si la glucemia en ayunas
es > 126 mg/dL (7.2 mmol/L). Se considerara intolerancia a la glucosa en ayunas (criterio para sindrome
metabdlico) si la glucemia en ayunas esta entre 110-126 mg/dL.

Si existe diabetes mellitus, distinguir tipo 1/ 2

5. Venas varicosas en EEIl
6. Neoplasia. Distinguir activa (< 5 afios) o curada (>5 afos). Indicar el tipo.

7. Consumo habitual de alcohol
Para evaluar este parametro se utilizara una pregunta simple que ha demostrado una buena correlacion con el
riesgo de enfermedad cardiovascular, segun estas referencias:

- Giovannucci E, et al. Am J Epidemiol 1991;133:810-7

- Mukamal KJ, et al. Circulation 2005;112:1406-13.

- Mukamal KJ, et al. Ann Intern Med 2005;142:11-9.

Pregunta:
En una semana tipica, ¢ cuantos dias consume Ud. cualquier tipo de bebida alcohélica?
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Con 4 respuestas posibles: 0, 1-2, 3-4, 5-7.

8. Sindrome metabdlico, si el individuo redne al menos 3 de los siguientes criterios:
(Se decidira “a posteriori”, tras conocer todos los resultados).
- Diabetes mellitus tipo 2, o intolerancia a la glucosa en ayunas, o resistencia a la insulina
- Dislipemia con trigliceridos > 150 mg/dL o HDL < 40 mg/dL (hombres) / 50 mg/dL (mujeres)
- HTA
- Circunferencia de cintura > 102 cm en hombres o > 88 cm en mujeres

Medidas antropométricas:
Determinar el peso, la estatura y la circunferencia de cintura mediante aparatos adecuados. (ver apartado 9).
Calcular el Indice de masa corporal (BMI).

VI.Historia clinica complementaria

A. Medicacion habitual y actual: consignar todos los productos farmacoldgicos agrupados por mecanismos de

accion:
- compuestos vitaminicos Vitamins
- anticoagulantes Oral anticoagulants
- antiagregantes plaquetares Antiplatelets agents
- analgésicos, antiinflamatorios Analgesics, antiinflammatories
- inmunosupresores Immunosupresors
- hipolipemiantes: estatinas o fibratos Antilipemic agents
- antidiabéticos Antidiabetics
- antihipertensivos Antihypertensive agents
- antiarritmicos Antiarrhytmic agents
- vasodilatadores Vasodilators
- diuréticos Diuretics
- antiepilépticos Anticonvulsants
- antineoplasicos Chemotherapy
- antiulcerosos Antiulcer agents
- antidepresivos o psicotropos Antidepressants or antipsychotics
- tratamientos hormonales (tipo tiroxina) Hormonal therapy
- ofros Other

Especificar hipolipemiantes: estatinas y fibratos

Si el paciente recibe habitualmente tratamiento antitrombotico, asegurar que en el dia de la obtencién de
muestras no esta bajo la influencia de HNF, HBPM, anticoagulantes orales, antiagregantes plaquetares ni
antiinflamatorios o inmunosupresores (Ver ANEXO 8). En caso contrario, reprogramar estudio (si es posible) o
consignar el farmaco, para controlar su efecto en los fenotipos pertinentes.

B. Relacionada con el metabolismo del hierro

Para cada uno de los contemplados, indicar si (Y), no (N).

. Ha seguido tratamientos previos con hierro oral?

. Antecedentes de gastrectomia.

. Antecedentes de sangrado. Localizacion.

. Antecedentes de hemocromatosis hereditaria.

. Antecedentes personales o familiares de anemia perniciosa.
. Tratamientos previos con vitamina B12.

. Antecedentes de sindrome mieloproliferativo crénico. Tipo.

NO O WN =
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C. Antecedentes personales de neoplasia hematolégica.

D. Relacionada con la inflamacion
Antecedentes de enfermedad inflamatoria. Tipo. Fase actual.
Ingesta habitual de antiinflamatorios. Supresién de mas de 15 dias.
Farmacos inmunosupresores. Supresion de mas de 1 mes.
Se recogeran agrupados por familias de principios activos

E. Antecedentes personales de enfermedad autoinmune o hipersensibilidad. Tipos.
Se distinguira entre un grupo nuclear de 9 enfermedades (core constituido por: diabetes tipo 1, tiroiditis
autoinmune, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus
eritematoso sistémico, esclerosis multiple, psoriasis y sindrome de Sjoegren primario) y otras
enfermedades autoinmunes (hematoldgicas, cutaneas, neuroldgicas, endocrinoldgicas, renales, de tracto

digestivo, oculares o respiratorias). Se consideraran como enfermedades por hipersensibilidad al asma
extrinseca, rinitis alérgica y dermatitis atopica.

F. Otras enfermedades asociadas.

G. Intensidad de actividad fisica, segun la version corta de un cuestionario clinico estandarizado y validado
(IPAQ) que permite separar a la poblacién en 3 categorias: inactivos, minimamente activos o
saludablemente activos y también expresar la actividad fisica como una variable continua medida en MET-
min/semana (www.ipag.ki.se). Ver Craig CL et al. International physical activity questionnaire: 12-country
reliability and validity. Med Sci Sports Exerc 2003;35:1381-95.

7.1 ACTUALIZACION DE EVENTOS

Se instruira a todos los participantes en el proyecto para comunicar cualquier evento
tromboembdlico o nuevo diagnéstico de enfermedad inflamatoria o autoinmune
ocurrido con posterioridad a la fecha de inclusién y durante los 10 afios siguientes.
Esta informacién es muy relevante en los casos que sean todavia asintomaéticos en
el momento de la inclusién.

También se intentaran registrar las muertes acaecidas durante este tiempo y sus
causas, mediante la colaboracién de los familiares

Para evitar sesgos y obtener una actualizacién lo mas completa posible, se propone
un seguimiento de todos los individuos incluidos en el estudio. La metodologia de
este seguimiento esta pendiente de disefiar, pero se basara en contactar con los
propositus y/o todos los representantes de familia para interrogar sobre los nuevos
diagnoésticos clinicos relacionados (tromboembolismo, enfermedad autoinmune o
inflamatoria, causas de muerte) de TODOS sus familiares.

Esto permitira realizar un analisis actualizado de los fenotipos “riesgo de enfermedad”

Este seguimiento se realizara por personal administrativo, con apoyo de los médicos
en los casos necesarios, con una periodicidad de 3-4 anos desde el inicio del

reclutamiento

A estos efectos se cumplimentara un cuestionario resumido de “Actualizacion de
eventos”. Ver ANEXO 7
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8. PROTECCION DE LOS DATOS Y LAS MUESTRAS

Todos los datos recogidos en este protocolo son estrictamente confidenciales, estaran
sujetos a la Ley de Proteccién de Datos vigente y seguiran los cauces y normativas
que el Hospital de la Santa Creu i Santa Pau tiene establecido para este tipo de
informacioén. Se velara por el cumplimiento riguroso de estas directrices.

Durante el desarrollo del protocolo se tendran en cuenta las directrices de la Agencia
Espanola de Proteccion de Datos. Se definiran estrictamente los tipos de usuario y
sus correspondientes grados de acceso a la informacién sensible generada para todo
el personal involucrado

El protocolo seguira las recomendaciones de la European Society of Human Genetics,
formuladas en:

e The European Society of Human genetics’ PPPC. Data storage and DNA banking for
biomedical research. technical, social and ethical issues. Eur ] Hum Genet 2003,11, Suppl
2:58-510.

e Godard B, Schmidtke J, Cassiman Jj, Aymé S. Data storage and DNA banking for biomedical
research: informed consent, confidentiality, quality issues, ownership, return of benefits. A
professional perspective. Eur ] Hum Genet 2003;11, Suppl 2:588-5122.

9. MEDICIONES ANTROPOMETRICAS, RECOGIDA DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO

Ayunas de 12h: El mismo dia que se recoja la informacioén clinica, se realizaran las
mediciones antropomeétricas y se procedera a la extracciéon de muestras de sangre de
cada individuo incluido en el Protocolo.
El individuo habra debido suspender previamente las siguientes medicaciones:

e Al menos 15 dias, los anticoagulantes orales

e Al menos 24 horas las heparinas

e Al menos 15 dias los antiagregantes plaquetares

e Siesposible, al menos 15 dias los antiinflamatorios
El individuo no habra tenido ningtn episodio tromboembédlico (arterial o venoso) en
los Gltimos 3 meses. Tampoco habré presentado ningun proceso inflamatorio agudo
en el ultimo mes.
Toda la informacién relacionada con la obtenciéon de la muestra biolégica y su
procesamiento se recogera en un formulario denominado “Circunstancias asociadas
a la obtencién de la muestra” que se encuentra en el ANEXO 8
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Mediciones antropométricas:

Estatura, en cm, con una precisién de 1 cm. Se obtendra con el individuo descalzo.
Peso, en Kg, con una precision de 1 Kg. Descalzo y con sélo ropa ligera.

Indice de masa corporal (BMI). Se calculara como: peso (kg) / estatura (m)?
Circunferencia de cintura (cm): mediante cinta métrica, se medira justo por encima de la cresta iliaca,
directamente sobre la piel.

Extraccion de muestras de sangre
1. Extraccion preferente

Tipos de tubos y volumen
- Hemostasia: 30 mL de sangre total en citrato
- Ultraestructura plaquetar: 4 mL de sangre total en 2 tubos con solucion tamponada de glutaraldehido
- Citometria plaquetar: 3 mL de sangre total en citrato
- Hemograma y citometria leucocitos: 3 mL de sangre total en EDTA
- Bioquimica y metabolismo homocisteina: 6 mL suero y 4 mL de plasma frio EDTA
- Laboratorio inflamacién: 10 mL de sangre total en heparina
- Extraccion ARN: 5 mL sangre total (en 2 tubos especiales PAXgene®)

Total : Citrato 35 mL sangre total (7 tubos de 5)
EDTA 13 mL sangre total (1 tubo de 3 y otro de 10 en frio)
Suero 20 mL sangre total (2 tubos de 10)
Heparina 10 mL sangre total (1 tubos de 10)
Glutaraldehido 4 mL sangre total (2 tubos, a 37@C)
PAXgene 5 mL sangre total (2 tubos de 2,5)
Volumen total sangre: 87 mL (repartido en 16 tubos)

2. Extraccion alternativa minima en caso de nifios pequenos o dificultades técnicas

Tipos de tubos y volumen

Total : Citrato 20 mL sangre total (4 tubos de 5)
EDTA 8 mL sangre total (1 tubos de 3, y otro de 5 en frio)
Suero 10 mL sangre total (1 tubo)
Heparina 5 mL sangre total (1 tubo de 5)
Glutaraldehido 2 mL sangre total (1 tubo, a 37@C)
PAXgene 2,5 mL sangre total (1 tubo)
Volumen total sangre: 47 mL (repartido en 10 tubos)
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Orden de extraccién de los tubos

1. Glutaraldehido (2); 2. Heparina (1); 3. PAXgene (2); 4. Citratos (7); 5. EDTA (2); 6.
Suero (2)

La extraccién se efectuard en decubito, con palomita. A ser posible con una sola
venopuncion. En caso de precisar 2 venopunciones, la 2* se efectuara en el brazo
contralateral, siguiendo el mismo orden de tubos. Se acabara con una extension en
porta.

Se anotara la hora y el minuto (aprox) del inicio de la extraccién de la muestra, para
valorar la influencia en el tromboelastograma.

97  Destinoinicial de las muestras

Se designaran dos técnicos (del equipo de ADN-ARN y de plasma) responsables de
todo este circuito. El circuito detallado se describe en documento aparte.

1. Unitat d'Hemostasia i Trombosi.

7 tubos de citrato, 2 tubos de glutaraldehido y 2 tubos PAXgene.

A partir de estas muestras se realizaran determinaciones inmediatas en sangre total
(por ejemplo, tromboelastografia y pruebas de funcién plaquetar) y se obtendra
plasma, ADN y ARN para su almacenamiento. Parte del plasma se consumira de
inmediato para el estudio basico de coagulacién y la determinacién de factores
VII, VIII, IX, XI'y XII. Con los tubos de glutaraldehido, se procesara la muestra para
inclusién y microtomia previa al estudio de ultraestructura plaquetar.

2. Hematologia Bioldgica (Coulter):

Tubo de EDTA de 3 mL. Una vez realizado el hemograma automatico, se pasara al
laboratorio de citometria de flujo, donde se determinaran, en el dia, los fenotipos
leucocitarios y plaquetares descritos en el apartado 10.4. Al final del dia, el tubo
primario (con cédigo de barras y unos 100 uL de sangre total) se entregara al
laboratorio de Eritropatologia para determinar el FoE.

3. Bioquimica

2 tubos de suero. Uno se remitira por el circuito rutinario,inmediatamente (para evitar
retrasos en la medicién de glucemia) al analizador central. El otro tubo lo conserva
Hemostasia a 4<C hasta el final del dia, y se reunira con la muestra excedente de las
determinaciones inmediatas para alicuotar (Unitat d'Hemostasia. Uno de los tubos
primarios con el cédigo de barras y unos 500 uL de suero, a Eritropatologia para 4
fenotipos de rutina (haptoglobina, sTfR, B12, folato sérico) Se congelara el sobrante,
unos 400 uL con el cédigo SER*, a los 2-3 dias de la extraccion.
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4. Laboratorio de homocisteina.

Tubo de EDTA de 10 mL en frio por el circuito rutinario. La homocisteina (FPIA) se
procesa en el dia. Con el plasma excedente se crea una alicuota (1.2 mL, para SAM
y SAH) y otras 2 de 175 uL (para Hcy-Cys por HPLC, y para betaina) en el propio
laboratorio. El resto se alicuotara en 4 fracciones y se almacenara en Hemostasia.
El botén celular, en el tubo primario, con cédigo de barras, a Eritropatologia, para
glicoproteinas de membrana eritrocitaria (Dr. Vives Corrons, Hosp. Clinic)

5. Laboratorio de inflamacién

1 tubo de heparina. En una parte de la sangre total se separara el plasma para
alicuotar y congelar (para marcadores basales) y con el boton celular sobrante se
extraera ARN sin estimular la muestra. El resto de sangre total se estimulard con
ionoforo y lipopolisacarido (LPS) para alicuotar y congelar el plasma sobrenadante.
Del botdn celular sobrante en la fraccién estimulada con LPS, se extraera ARN.

92 Tipo, cantidad y volumen de alicuotas para congelacion

Del total obtenido se tomaran 2 alicuotas de 0.25 mL de plasma y 250 uL (50 ng/
uL) de ADN para su inclusién en el proyecto EUROCLOT u otros futuros proyectos
internacionales.

Plasma citratado: 40 alicuotas de 200 pL y 1 alicuota de 300 pL (2-80°C) y 2 de 600 pL
y 2 de 700 pL (a -40°C). En total 45 alicuotas.

Suero: 12 alicuotas inmediatas de 500 pLy 1 alicuota diferida 2 dias (con el excedente
SER®).

Plasma en EDTA frio: 2 alicuotas de 175 pL y 1 alicuota de 1200 pL (conservadas en
Bioguimica) y 4 alicuotas con el resto, conservadas en Hemostasia.

Plasma en heparina SIN estimulacién celular: 8 alicuotas de 250 pL (0.25 mL) .
Plasma en heparina POST estimulacion celular con ionéforo: 5 alicuotas de 200 pL
(0.2 mL)

Plasma en heparina POST estimulacion celular con lipopolisacérido (LPS): 8 alicuotas
de 250 pL.
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9.3 Ftiguetado de alicuotas y muestras biologicas

Cada etiqueta contendra la siguiente informacion:

- Acrénimo GAIT.

- Numero GAIT2 del individuo (5 cifras) y/o numero de laboratorio (siempre por este orden). Los dos
primeros digitos del n° de laboratorio corresponderan al afio de la extraccion.

- Fecha de congelacion

- Tipo de muestra bioldgica, con el codigo siguiente:

- Suero

- Suero (congelado 3 dias post)

- Plasma citratado:
- Plasmaen EDTA

- Plasma en EDTA frio:

- Plasma en heparina basal:
- Plasma en heparina post ionéforo
- Plasma en heparina post LPS

- ADN

- ARN basal

- ARN pre LPS
- ARN post LPS

- Ultraestructura plaquetar

SER
SER*
CIT

EDT
EDT f
HEP
HEP ion
HEP Ips
DNA
ARN
ARN pre
ARN Ips
UP-pre y UP-blo

Ejemplos

GAIT 43208 GAIT 43208 GAIT 43208

05173458 14-06-05 05173458

14-06-05 DNA 14-06-05

GAIT 43208 GAIT 43208 GAIT 43208

0517345 14-06-05 05173458

11 NA NS ARN Inc 14 NK NK
Cantidad de etiquetas

tipo cantidad
- Suero SER 12 (con n°® GAIT y n° de laboratorio)
- Suero congelado 3 dias post obtencion SER* 1 (con n° GAIT y n° de laboratorio)
- Plasma citratado: CIT 2 (con n° GAIT, para EUROCLOT)
- Plasma citratado: CIT 45 (con n°® GAIT y n° de laboratorio)
- Plasma en EDTA: EDT 0
- Plasma en EDTA frio: EDT f 4 (con n° GAIT y n° de laboratorio)
- Plasma en heparina basal: HEP 8 (con n° GAIT y n° de laboratorio)
- Plasma en heparina post ion6foro HEP ion 5 (con n® GAIT y n° de laboratorio)
- Plasma en heparina post LPS HEP Ips 8 (con n°® GAIT y n° de laboratorio)
- ADN DNA 2 (con n°® GAIT y n° de laboratorio)
- ADN DNA 3 (con n® GAIT, para CNG y EUROC.)
- ARN basal ARN 2 (con n® GAIT y n° de laboratorio)
- ARN pre LPS ARN pre 2 (con n°® GAIT y n° de laboratorio)
- ARN post LPS ARN Ips 2 (con n® GAIT y n° de laboratorio)
- Ultraestructura plaquetar preinclusion ~ UP-pre 1 (s6lo n° GAIT)
- Ultraestructura plaquetar bloques UP-blo 1 (s6lo n° GAIT)
- Enblanco 2 (s6lo n® GAIT)
Total 100

Total de tubos para congelar y almacenar por Hemostasia: 85 (+3 en laboratorio de Hcy)

Cada individuo en una caja a —-808C, identificada exteriormente con el codigo GAIT y n° de laboratorio.
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10. DETERMINACIONES DE FENOTIPOS

70.7 Parametros de la hemostasia

Tipo de tubo Volumen
Citrato 35.0 mL
EDTA 3.0mL
Solucién tamponada de glutaraldehido 4.0 mL
Suero 0.5mL

Repeticion de fenotipos GAIT 1.

Estudio bioldgico de trombosis (EBT) completo
- Tiempos de TTPA, TP, trombina
- Fibrinégeno, proteina C, proteina S (total, libre y funcional), antitrombina
- Anticoagulante lupico
- Anticuerpos antifosfolipido (IgG e IgM): Anti B2 glicoproteina |, anti CL, anti FS.
- PAI-1 (por su relacion con t-PA y el sindrome metabdlico)

Fenotipos GAIT 1 correlacionados genéticamente con el riesgo de trombosis

- RPCa

- Factor VI

- Factor VI

- Factor IX

- Factor XI

- Factor Xl

- Factor von Willebrand Ag.

- t-PA

- Homocisteina basal

- Vitamina B 12

- Folato en sangre total

- Tiempo de protrombina con TM
- Receptor soluble de la transferrina (sTfR)

Otros fenotipos no incluidos en GAIT 1
- Complejos TAT
- Trombomodulina soluble
- Factor XIlI actividad
- a2-macroglobulina
- Receptor endotelial de la proteina C soluble (SEPCR)
- Fibronectina
- VW-collagen binding activity (vW funcional)
- ProteinaZ
- Inhibidor de proteina Z (ZPI)
- ADAMTS-13 funcional
- Potencial endogeno de trombina en PPP
- Tiempo de lisis del coagulo
- Haptoglobina en suero (Serie roja)

- Tromboelastograma (ROTEM® de PENTAPHARM GmbH)

1. Se mediran los 5 fenotipos basicos:
- Tiempo de reaccion (R)



Tiempo de coagulacion (CT, en seg.)

Tiempo de formacion del coagulo (CFT, en seg.)
Angulo (a, en °)

Amplitud maxima (MCF, en mm)

2. Otros fenotipos derivados de los basicos o relacionados con la firmeza del coagulo y la
fibrinolisis:

Amplitudes en distintos momentos (en minutos) del trazado (A5, A1o...)
Tiempo hasta amplitud maxima MCF-t (desde final de CT hasta MCF, en seg.)
Tiempo T ( total desde el inicio del trazado hasta MCF, CT + MCF-t)
Constante T (desde el final de CFT hasta MA)

Ratio MCF/ CT + CFT

Elasticidad méaxima del coagulo (MCE) definido como

MCE = 100-MCF/(100-MCF)

Lisis maxima (ML)

Tiempo de lisis (CLT)

Tiempo de inicio de la lisis (LOT)

Ratio de lisis del coagulo (CLR)

- Tromboelastograma activado con factor tisular (Tiftem).

1.y 2. Se mediran los anteriores fenotipos tras activacion de la muestra con factor tisular

- Tromboelastograma activado con acido elagico (Intem) y con uroquinasa (UK).

1. y 2. Se mediran los anteriores fenotipos tras activacion de la muestra con acido elagico,

iniciador de la via intrinseca. La UK permitira evaluar el tiempo de lisis.

Fenotipos relacionados con la actividad plaquetar
- Recuento plaquetar (ver hemograma)
- VPM (ver hemograma y mediante analizador semicuantitativo)
- Plaquetocrito (ver hemograma)

- PF4

- B2-tromboglobulina
- Prueba de funcién plaquetar (PFA-100) en cartucho de colageno, sin inductores.
- Pruebas de funcion plaquetar con los inductores ADP y epinefrina (PFA-100)
- Marcadores de membrana (ver citometria de flujo)
- Parametros morfolégicos (tamafio y forma) y andlisis de estructuras intraplaquetarias mediante
microscopia electrénica:
- granulos (o, densos)
- sistema canalicular abierto
- sistema tubular denso
- mitocondrias
- gotas lipidicas
- masas de glucogéno
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10.2 Fenotipos relacionados con homocisteina y bioguimica bdsica

Tipo de tubo Volumen
Suero 2.0 mL (para bioquimica basica)
EDTA (plasma obtenido en frio) 4.0mL

Nuevos fenotipos relacionados con la homocisteina
Ademas de homocisteina basal (FPIA), Vitamina B12 y folato en sangre total (ya consignados)

- Homocisteina (por HPLC) que ofrecera también la cisteina
- S-adenosil metionina (SAM)

- S-adenosil homocisteina (SAH)

- Creatinina

- Folato eritrocitario, Folato sérico

Opcionales:
- Vitamina B6, Betaina, Acido metilmalénico
- Vitamina D y marcadores metabolismo 6seo

Fenotipos complementarios de bioquimica basica (inmediatos)

- Glucemia (procesamiento en menos de 30 min.).
- AST, ALT, GGT y Fosfatasa alcalina.

- Acido urico

- Creatinina (ver fenotipos homocisteina)

- Albdmina

Otros fenotipos de bioquimica no inmediatos

- Estudio de lipidos (colesterol total, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, trigliceridos y apoB)

- Proteina C reactiva (ELISA de alta sensibilidad)

- LDL oxidada

- Insulinemia (por su relacién con el sindrome metabdlico) (+ TNFa, IL-6, pag.20)

- Adiponectina.

- Leptina.

- Otros marcadores (posibles, alun por precisar) de estrés oxidativo: F2-isoprostanos, radicales libres
de oxigeno (FORM assay), tirosinas modificadas (nitro, cloro, bromo-tirosina), derivados de
hidroperoxido, fosfolipidos oxidados.

10.3 Fenotipos relacionados con la inflamacion

Tipo de tubo Volumen
Heparina 10.0 mL

- Albumina (ya consignado)

- Fibrinégeno (ya consignado)
- Recuento de leucocitos (ver hemograma)
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10.3.1 Fenotipos basales determinados en plasma (para evitar la activacion plaquetar contenida en el suero)

- Proteina C reactiva (ELISA de alta sensibilidad, ya consignado en bioquimica/lipidos)
- TGFB
- MCP-1 (monocyte chemoatractant)
- Fractalquina, VEGF
- NAP-2 (neutrophil activating protein)
- Trombospondina-1
- Interleucinas:
TNF-a
IL-8 (y otros mediadores de inflamacién retardada como IL-4. IL-10)
IL-6
Receptor soluble de IL-6 (S/L-6R)

10.3.2 Citocinas obtenidas post estimulacién “in vitro”:

- De plaguetas, madiante ionéforo a los 10 minutos del estimulo: trombospondina-1, TGF-B, PDEGF,
TXB:

- De células mononucleadas, mediante LPS e incubacién 24 horas: IL-18, TNF-a, IL-2, IL-6, MCP-1, IL-
8, IL-4, IL-10, VEGF, TGF-p.

10.3.3 Otros marcadores posibles de estado inflamatorio (basal y/o postestimulacion):
- ADAMTS-10, ADAMTS-17 (y ADAMTS-13, ver hemostasia)
- Mataloproteinasas: MMP-1, MMP-2, MMP-9

10.3.4 Moléculas de adhesién (basal y/o postestimulacion):
Selectinas (CD62) solubles en plasma
- sP-selectina
- sl-selectina
- sE-selectina
Integrinas solubles en plasma
- sICAM-1
- sVCAM-1

10.3.5 Expresion de ARN en las células nucleadas

- Antes de estimular e incubar con LPS
- Post estimulacién e incubacién con LPS

10.4 Antigenos de mebrana mediante citometria de flujo

Tipo de tubo Volumen
EDTA 3.0 mL

Marcadores de plaqueta (con 1.5 mL de sangre total en citrato de los consignados en 10.1):
- CD49b/CD29  GP la-lla
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CD49e/CD29  Integrina a5- p1

CD32 GP VI/Fc-y-RIIA

CD11b/CD18  Mac-1

CD31 PECAM-1

CD62 P P selectina)

CD36 (GP IV o receptor para trombospondina)

CD40L

PAR-1

EPR-1

F11rp/JAM

Elastasa

Catepsina-G

CD41 (GP IIb)

CD42 (GP Ib)

CD61 (GP llla)

CD49 (integrinas 1-5)
- CD51 (aV integrina, receptor vitronectina)
- CD144 VE-cadherina

- Agregados leuco-plaquetares
Marcadores de stress oxidativo

- Por determinar

Marcadores de leucocitos y células mononucleadas:
(con los 3.0 mL de EDTA consignados en 10.1)
4 paneles de antigenos:
- Fenotipo linfoide estandar (Lymphogram: CD3, CD4, CD8, CD56 y CD19)
- CD62,CD11b, CD45, CD117
- CD38,CD110, CD4, CD3
- Células precursoras endoteliales (EPCs) CD 34 / KDR, CD144, CD33, CD45

Particulas circulantes (microparticulas) con actividad procoagulante:
(con los 3.0 mL de EDTA consignados en 10.1)

- Plaquetares

- Monocitos

- Linfocitos

- Eritrocitos

- Granulocitos

- Endoteliales

10.5 Fenotipos del hemograma de rutina

Volumen
3.0 mL (ya consignados en 10.1)

Tipo de tubo
EDTA

- Recuento plaquetar, VPM y plaquetocrito
- Hemoglobina

- Hematocrito

- Hematies
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- VCM
- CCMH
- HCM
- RDW
- Reticulocitos (incluye 5 fenotipos)
- Leucocitos totales
- Formula leucocitaria:
- Neutréfilos segmentados (valor absoluto y %)
- Eosindfilos (idem)
- Basdfilos (idem)
- Monocitos (idem)
- Linfocitos (idem)

11. ANALISIS GENETICOS: ADN'Y ARN

11.1. Exploracién global del genoma en el Centre National de Genotypage (CNG),
Paris, Francia, utilizando mas de 400 marcadores anénimos polimérficos (STRs) de
ADN.

Otros STRs previstos para genotipar:
e Regiones cromosémicas con senales de ligamiento significativas en el GAIT 1.
e Regiones cromosémicas con evidencias sugestivas de ligamiento en el GAIT 1.
e Genes candidatos en dichas regiones

Otros marcadores (SNPs) previstos para genotipar:
e Factores de riesgo cardiovascular: FVL, PT20210, F12 46C/T, ABO, C667T MTHER.
e En genes candidatos situados en las seniales de ligamiento significativas en el
GAIT 1.
e Analisis global del genoma con SNPs en el CNG de Paris

11.2. Anélisis de expresién de ARN en plaguetas, mediante técnicas de microarrays.
Serealizara en el Laboratorio de Genética de la Trombofilia, de la Unitat d' Hemostasia
1 Trombosi.

11.3. Anélisis de expresién de ARN de los genes involucrados en los procesos
inflamatorios, en las células nucleadas sanguineas. Se realizard con la muestra
del boton celular excedente basal y con la muestra tras estimulacién con LPS e
incubacién 24 horas y separacion del plasma.
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11.4. Métodos
11.4.1 Extraccién ADN genémico

Se precisa el pellet celular de 4 tubos de citrato (que contienen unos 20 mL de sangre
total)
Método Salting-out (Miller et al 1989)

Leer concentracién O.D.280/260 nm. Pureza a 280 nm.
Separacién en 2 alicuotas:

Una, para generar las sucesivas alicuotas de trabajo a las mismas concentraciones
- Soluciones de trabajo a 50 ng/ul para el laboratorio de Sant Pau

- Soluciones de 50ul a concentracién 200 ng/ul. (Total 10 ug de ADN genémico),
para enviar a EuroClot y al CNG (Genome Scan SNPs y STRs)

La segunda alicuota se congelara a -80°C

11.4.2 Extraccién ADNm (ADN mitocondrial)

Se obtendré a partir de la extraccién de ADN gendmico.

Secuenciacién directa de la los 16.500 pb del ADNm

Estimacion: secuenciar en total entre 90-110 mujeres fundadoras en los diferentes
pedigrees.

11.4.3 Extraccion ARN
2 tubo PaxGene de sangre total:

Con el primero se realizarda una extraccién manual QuiaGene de ARN(Unitat
d'Hemostasia)

Leer concentraciéon 0.D.280/260 nm. Pureza a 320 nm.

Congelar a -80°C

Microarrays de expresion

Con el segundo tubo, se procedera a congelar sin extraer el ARN.

Células estimuladas: a partir de la muestra de Heparina libre de endotoxina
estimulada con LPS se realizard la extraccién manual QuiaGene de ARN para
cuantificar la expresion de genes candidatos relacionados con la inflamacion.

Leer concentraciéon O.D.280/260 nm. Pureza a 320 nm.

Congelar a -80°C
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VERIFICACION DE LA RUTINA DEL PROTOCOLO GAIT 2

Requisitos cumplidos por el propositus:

Trombosis inexplicada biologicamente

Al menos un episodio de tromboembolismo espontaneo
Familia extensa

Disponer del arbol y de la informacién household

Rutina para la correcta inclusién de individuos e informacién en el proyecto GAIT 2

O oNOU WD

RN
— O

RN
N

13.
14.
15.
16.
17.

18.

Arbol familiar dibujado.

Etiquetas con numero de historia clinica del HSCSP.

Identificar y codificar al sujeto

Dar de alta el individuo en programa informéatico y en la base de datos GAIT 2
nformacién "Household' y dieta compartida.

Firma del consentimiento informado.

Cumplimentar Hoja de recogida de datos clinicos (HRDC). Verificar diagnoésticos.
Solicitud de analitica en un perfil de peticién (coédigo perfil 375).

N° de laboratorio. Registrarlo en la HRDC.

. Controlar el ayuno previo a la extraccién (12 h.)
. Controlar supresién de farmacos anticoagulantes, hipolipemiantes,

antiplaquetares y antiinflamatorios.

. Ausencia de tromboembolismo en los 3 Gltimos meses y de proceso inflamatorio

agudo (1 mes)

Pesar

Tallar

Circunferencia de cintura

Extraccién muestras con un orden preciso de los tubos (pagina 18 y ANEXO 11).
Cumplimentar Hoja de circunstancias asociadas a la obtencion de la muestra (Anexo
8)

Circuito de los tubos

- Emisién de etiquetas codificantes Label Printer (GAIT, N° GAIT y/o N°lab, fecha,
tipo de muestra) para todas las alicuotas.

- 1 EDTA de 3 mL al Coulter, después a Citometria de Flujo (leucocitos y
plaquetas). Resto final a Eritropatologia.

-1EDTA de 10 mL en frio al Laboratorio de Dr. Blanco. 3 alicuotas in situ. Resto,
para 4 alicuots en Hemostasia y botén celular final a Eritropatologia (en tubo
primario)

- 2 sueros, uno a Bioquimica y el otro para alicuotar y después a Dra. Pujol y
Dr. Remacha.

- Alicuotacién de suero, en Hemostasia. Tubo primario final con 500uL a
Eritropatologia..

- Tubos con glutaraldehido, extraidos a 37°C, a Dra. Pujol

- 1 heparina a Dr. Vila / Dra. Camacho. Alicuotas en Lab de inflamacién.
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19.
20.
21.
22.

23.

Almacenamiento en Hemostasia.
- 2 tubos PAXgene al Laboratorio de Genética de Trombofilia, para obtencién
de ARN.
- 7 tubos de citrato a Laboratorio de plasma Coagulacién:
1.5 mL sangre total a citometria plaquetas
Fenotipos en sangre total (PFA y TEG)
Obtencién plasma
Alicuotas de plasma
Fenotipos de plasma en el dia
Obtencién de ADN
Procesado en el dia. Resultados.
Fraccionamiento de plasma. Congelacién.
Extracciéon de ADN y ARN.
Muestra de plasma y ADN para los proyectos EUROCLOT y PROCARDIS y de
ADN para Centro Nacional de Genotipacién (Paris).
Pasar resultados de los fenotipos inmediatos y rutinarios a la base de datos
GAIT 2.



ANEXOS

COMISION DE SEGUIMIENTO DEL PROYECTO

Una Comisioén se encargara de revisar la calidad y exhaustividad de los datos clinicos,
administrativos y las muestras bioldgicas que figuran en este protocolo.

También controlard la documentacion de confidencialidad y consentimiento y la
custodia de los datos y muestras.

Composicién de la comisién
Miembros permanentes (de asistencia obligada)

Responsable Clinico: Dr. Souto.

Responsable de Investigacién Basica de la Unitat d'Hemostasia: Dr. Soria.
Técnico de genética molecular: a designar

Técnico de laboratorio de plasma: a designar

Secretario y coordinador: Lluis Alegria

Bioinformatico: Alfonso Buil

Cualquiera de los técnicos y/o de los responsables cientificos de los laboratorios
implicados del Hospital de Sant Pau (ANEXO 10) podra ser invitado a participar
si alguno de los anteriores miembros lo cree necesario para el desarrollo de las
funciones de la comisién.

El secretario y el bioinformatico prepararan la documentacion necesaria para cada
convocatoria. El secretario informara sobre el calendario a todos los integrantes
y procurara que este facilite la asistencia de los miembros ocasionales que sean
convocados

Periodicidad

Flexible, en funcién de la velocidad de reclutamiento.
Como minimo, una vez por trimestre
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ANEXO 2: ARGUMENTOS PARA EL CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Introduccion
Este documento le ayudara a decidir sobre su participacion en un proyecto de investigacion

genética sobre la trombosis, consistente en el estudio de familias grandes como la suya.

¢ Qué es una investigacion genética basada en el estudio de familias completas?

La investigacién genética es fundamental para conocer el papel de los genes en la salud
humana y en la enfermedad. Cada proyecto genético de investigacion tiene sus propios objetivos.
El objetivo puede ser descubrir nuevos genes, averiguar cémo funcionan los ya conocidos o
aplicar el conocimiento sobre los genes para prevenir o tratar la enfermedad. Los investigadores
deben explicar a los participantes los objetivos especificos del proyecto, antes de que estos
decidan participar.

El objetivo fundamental de nuestro proyecto es encontrar los genes que provocan la
trombosis venosa. Es muy probable que estos mismos genes estén implicados en el infarto de
miocardio y las embolias cerebrales. Para encontrar genes que causan trombosis es
imprescindible investigar pacientes con esta enfermedad y también personas emparentadas con
ellos. Por eso el método mas eficaz consiste en estudiar familias enteras. En el proyecto GAIT 2

pretendemos incluir unas 50 familias con un total aproximado de 1000 personas.

¢ Qué es el consentimiento informado?

Antes del inicio del proyecto un grupo de expertos de diferentes ambitos, llamado Comité
Etico, revisara todo el disefio, métodos y criterios de inclusién de familias para asegurar que los
investigadores explican bien sus intenciones y proteger a todas las personas que tomen parte.
Pero es muy importante que la decisiéon de participar sea tomada por todas y cada una de las
personas afectadas. Este es el proceso que se conoce como “consentimiento informado” para que
usted tome la decisién tan libremente como sea posible.

Cuando los investigadores le solicitan su consentimiento, le piden su aceptacion voluntaria
para participar en el estudio cientifico. Consentimiento informado significa mas que meramente
firmar la declaracion. Significa que usted conoce los riesgos y los beneficios del estudio y que
sabe como el estudio le puede afectar o no personalmente. Es imprescindible que usted acepte o
rechace la participacion libremente y que esta decisidon no tenga ninguna consecuencia para los
cuidados sobre su salud actuales o futuros. El equipo investigador debe exponerle toda la

informacién que usted necesite para tomar su decision. Lea con atenciéon cualquier documento
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que se le entregue para firmar. No dude en preguntar cualquier asunto relacionado con el estudio
que no haya comprendido. Su consentimiento debe ser otorgado cuando usted conoce claramente

las implicaciones del estudio.

¢Cuales son los beneficios de los estudios genéticos sobre enfermedades?

La investigacion de grupos familiares permite descubrir nuevos genes y su mecanismo de
accion en las enfermedades humanas. El gran objetivo a medio y largo plazo es prevenirlas y
tratar mejor a los pacientes. Al participar en un estudio genético usted contribuye al progreso de la
ciencia y la medicina. No obstante, no debe esperar un beneficio personal directo. Habitualmente,
los cientificos no le daran ningun resultado de sus analisis, porque ellos no estan estudiando
individuos aislados. Sin embargo, dada la naturaleza de nuestra investigacion, su familia podria
beneficiarse de algun hallazgo particular, con aplicaciones en la prevencion de trombosis, en

algunos familiares concretos.

¢Cuales son algunos de los riesgos de participar en el estudio GAIT 2?

Se va a necesitar una muestra de su sangre. El riesgo que comporta la extraccion de
sangre es muy pequefio. Por otro lado, existe el riesgo tedrico de que si alguien ajeno a los
investigadores obtuviera sus datos y los resultados de sus analisis, hiciera un uso inadecuado de

esta informacién. Para su tranquilidad respecto a este riesgo usted debe saber que:

1. Sus muestras de sangre se procesaran de forma andénima, marcadas con un cédigo
numérico. La conexion entre sus datos clinicos, sus muestras de sangre y su codigo
numérico se mantendra siempre bajo secreto profesional. Los miembros del equipo
investigador deben poder conocer el cédigo por si necesitaran informacién adicional,
por si tuvieran que comunicarle un resultado concreto y para el andlisis estadistico de
los resultados. Pero nadie mas aparte de los investigadores conocera su codigo
secreto.

2. Al codificar sus muestras y sus datos, al menos una persona del estudio ha de tener
acceso a los ficheros que conectan su nombre con su cédigo y sus muestras de
sangre. Se adoptaran medidas de seguridad para salvaguardar esta informacién, como
son habitaciones privadas y cerradas u ordenadores de acceso restringido a los
investigadores y bajo contrasefias. No obstante nadie podra nunca garantizar
completamente que la informacion no llegard& a manos de terceros, aunque

razonablemente la posibilidad de que esto ocurra es infima.
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¢Mis muestras seran usadas en otros proyectos de investigacion genética?

Algunas veces las muestras sobrantes de un proyecto se guardan adecuadamente (en
general son congeladas) para su posible utilizacion en otros proyectos cientificos. En este caso,
los investigadores deben informarle sobre cuanto tiempo se guardarian, quién podria usarlas y en
qué tipo de investigacion. A usted le corresponde autorizar o no este uso adicional de sus datos y
su muestra. Los riesgos serian los mismos que ya se han descrito.

De todos modos, hay que comprender que el esfuerzo que supone participar en un
proyecto y el enorme coste econdmico implicado se rentabilizan mucho mas si las muestras
pueden ser utilizadas en otros proyectos, siempre con el objetivo de combatir la enfermedad.
Cualesquiera que fueran los estudios futuros, es imprescindible que los correspondientes Comités
Eticos los supervisen y protejan los intereses de todos los participantes. Pero nadie puede
conocer, hoy por hoy, los riesgos ni los beneficios exactos de estudios futuros que no han sido ni

tan siquiera planificados.

Equipo Investigador GAIT 2
Unitat d’Hemostasia i Trombosi

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Febrero 2006

181



Bases genéticas de la enfermedad venosa cronica




ANEXO 3: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Tiulo del estudio: Analisis Genético de la Trombofilia Inexplicada (GAIT-2)

La Unitat d’'Hemostasia i Trombosi del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona), el Department of
Population Genetics de la Southwest Foundation for Biomedical Research (San Antonio, USA) y el Centre
National du Genotypage (Francia) estan realizando un estudio para conocer como afectan los genes al riesgo de
padecer trombosis. Le pedimos su participacion en el estudio porque o bien usted ha sufrido una trombosis o
bien tiene algun familiar que la ha sufrido. Nuestra intencion es investigar familias completas y extensas con
casos de trombosis, hasta un total de mas de 1000 personas de todas las edades. Por favor, le rogamos que lea
el documento anexo titulado El Proyecto GAIT-2: argumentos para otorgar el Consentimiento Informado.

La enfermedad tromboembodlica (trombosis venosa, infarto de miocardio, embolia cerebral) provoca problemas
de salud muy serios a muchas personas. Sabemos que el riesgo de padecerla se relaciona con factores como la
dieta, el ejercicio, el tabaco y también la constitucién genética. El propdsito principal de nuestro estudio es
encontrar los genes (aun desconocidos) que influyen sobre el riesgo de trombosis. Esto nos ayudara en el futuro
a conocer qué personas son susceptibles y a desarrollar medidas preventivas. Usted pertenece a una familia en
la que se han diagnosticado casos de trombosis. Por eso le pedimos su colaboracion.

Si usted decide participar, le extraeremos alrededor de unos 80 mL de sangre de una vena del brazo (unos 45
mL, en caso de nifios pequefios). De esta muestra de sangre obtendremos plasma, ADN y ARN para realizar
multiples andlisis. Parte de la muestra se analizara inmediatamente y otra parte se almacenara para su estudio
posterior. De esta ultima parte, una porcion sera enviada al Centre National du Genotypage (Paris, Francia) y
otra al estudio europeo Euroclot (Saint Thomas’ Hospital de Londres), con el que colaboramos para el estudio de
los genes relacionados con la embolia cerebral.

También le realizaremos una encuesta clinica sobre su salud, dieta, medicaciones y habitos como el consumo de
tabaco, alcohol o tratamientos hormonales. Esta usted en su derecho de no contestar a las preguntas que no
crea convenientes. Asi mismo le realizaremos algunas medidas importantes para el riesgo cardiovascular como
peso, talla y perimetro abdominal. En total necesitaremos unos 5 minutos para la extraccion de sangre y
mediciones y unos 30 minutos para la entrevista clinica.

Es posible que transcurridos unos pocos afos, le citemos de nuevo para realizar una segunda extraccién de
sangre y un seguimiento de su estado de salud.

Toda la informacién relativa a su persona (datos clinicos y resultados de los andlisis) sera estrictamente
confidencial. Una vez obtengamos las muestras de sangre, les asignaremos un codigo numérico. Mantendremos
los ficheros que relacionen su cédigo con su nombre bajo medidas de seguridad y privacidad. Ni su nombre ni
ningun dato que pueda sefialarle apareceran nunca en ninguna presentaciéon o publicacion de los resultados del
estudio.

Este estudio no tiene practicamente ningun riesgo fisico para usted, excepto las minimas molestias derivadas del
pinchazo venoso para la extraccion de sangre (breve y leve dolor, hematoma superficial y muy excepcionalmente
infeccion cutanea). Tomaremos todas las precauciones para evitar la infeccién. Algunas personas pueden
marearse durante la extraccion de sangre, pero esto se corrige o evita cuando se recuesta al paciente.

El tipo de informacién que obtendremos en este estudio probablemente no dira nada especifico sobre su salud
personal. La posibilidad que alguien ajeno a los investigadores hiciera un mal uso de sus resultados o datos
personales es muy pequefia. Sin embargo, para proteger su informacién, ni su nombre ni su direccion se
guardaran junto a las muestras.

Usted no recibira ningin beneficio directo de los resultados del estudio. Pero tampoco debe pagar nada por la
extraccion de sangre, entrevista médica o analisis de laboratorio. Como compensacion por el tiempo dedicado y
las molestias causadas le gratificaremos con 60 B. En caso de cualquier problema de salud derivado de su
participacién en el estudio, nos comprometemos a proporcionarle toda la asistencia necesaria.

El objetivo final de nuestro estudio es mejorar la salud publica. A veces, este tipo de investigacion puede resultar
en hallazgos que tengan valor comercial, en cuyo caso se podrian derivar patentes o licencias de explotacién. Si
esto ocurriera, los beneficios pueden revertir en los investigadores o en las organizaciones responsables del
estudio, pero usted no recibiria ningun ingreso.
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Este estudio no esta disefiado para valorar su estado personal de salud. Por esta razén, no le sera
entregado ningun resultado de los analisis de su muestra de sangre. Sin embargo, es posible que se le envien
comunicaciones con los resultados generales o hallazgos cientificos importantes. También seran publicados los
resultados en revistas médicas y cientificas especializadas.

Al finalizar el estudio, nos gustaria mantener las muestras bioldgicas sobrantes para investigaciones
futuras, a menos que usted nos indique lo contrario. Las muestras se mantendran congeladas bajo el control de
la Unitat d’'Hemostasia i Trombosi del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. En todo caso, siempre un Comité
Etico similar al que ha revisado este proyecto y protege sus derechos, revisara y aprobara cualquier proyecto
cientifico futuro que se realice con su muestra.

¢ Cuales son mis derechos como participante?

Usted es libre de participar o no en el estudio. Si usted rehusa participar, mantiene completamente sus derechos
asistenciales médicos y no sufrird ningun tipo de reproche o castigo. Aunque decida participar en el estudio,
usted podra retirarse en cualquier momento y sus muestras de sangre seran destruidas y la informacién clinica
eliminada de nuestras bases de datos. Usted puede elegir que las muestras sobrantes no sean usadas en
futuras investigaciones y aun asi seguir formando parte del presente estudio. Puede usted solicitar una copia de
esta declaraciéon de consentimiento para sus archivos.

¢A quien debo llamar si tengo preguntas o problemas relacionados con el estudio?

Para preguntas sobre el desarrollo del estudio, contactar con Dr Juan Carlos Souto, responsable clinico del
estudio al teléfono 93 2919290 de 9 a 12 h.

Si usted tiene preocupaciones sobre sus derechos en el estudio contactar con Dr Jordi Fontcuberta, jefe de la
Unitat d’Hemostasia i Trombosi del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, al teléfono 93 2919193.

CONSENTIMIENTO Y FIRMAS

Acepto participar en el estudio GAIT 2 y proporcionar una muestra de mi sangre. He tenido la oportunidad de
realizar preguntas y obtener explicaciones satisfactorias relativas al estudio. Comprendo que los resultados
individuales de mis analisis no me seran entregados. Se me ha ofrecido una copia de este documento de
consentimiento.

He leido la parte relativa al almacenamiento de mis muestras para investigaciones futuras mas alla del presente
estudio. Mi eleccion al respecto es:

Rechazo que mis muestras se almacenen o usen para ningun tipo de investigacion distinta a la

Testigo:

He observado el proceso de consentimiento. El participante ha leido el documento, ha tenido oportunidad de
realizar preguntas, ha aceptado y comprendido las respuestas y ha firmado su inclusién en el estudio.

Nombre del testigo............cooiiiiiiii NIF. .

Fecha...




ANEXOS

ANEXO 4: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

ANEXO 4 GAIT 2
(Genetic analysis of idiophatic thrombophilia)
CLINICAL DATA

I._ldentification Lab number
1. Individual Code __I__1__ (N°of pedigree / generation / position) N Clinical Record
Name
2. Is he/she a propositus ? Y N
3. Date of birth Y S (day / month /year)
4. Date of inclusion o _1__
5. Sex M F
6. Date of death Y
7. Cause of death
Il. Previous venous thrombosis most objective diagnostic
method
1. No. of deep venous thromboses Age first DVT y.
2. No. of pulmonary embolism Age first PE y.
3. No. of superficial thrombophlebitis Age first STP y.
4. Other venous thromboses Age first y.
5. VT while anticoagulant treatment Y N (5, Y = at least once, N = never)
6. Spontaneous VT (number)
7. Risk situations without venous thrombosis: surgery___hospital admission___bed rest (> 1 week)____ plaster cast____
1ll. Previous arterial thrombosis most objective diagnostic method
1. Myocardial infarction Age first y.
2. Angina pectoris Age first y.
3. Ischemic stroke Age first y.
4. Transient ischemic attack Age first y.
5. Peripheral artery Age first y.
6. Other Age first V.
7. Was any of the events of cardioembolic origin Y N

IV. Associated cardiovascular risk factors

1. Smoking (at lest 1cigarette/day) N(never) N (I quit) passive <10 cig/d, 10-20 cig/d >20 cig/d
2. Lipid disease Y N
3. Hypertension Y N
4. Diabetes mellitus Y N Type 1 Type 2
5. Varicose veins in legs Y N
6. Malignancy Y N active (<5 years) cured (>5 years) Type(s)
7. Number of days per week that drinks any form of alcohol 0 1-2 2-4 5-7
8. Metabolic syndrome Y N Height cm. Weight Kg.
Waist circumference cm.
V. Reproductive history (females only !)
1. No. of pregnancies
No. of livebirths
No. associated thrombosis During pregnancy_____ After delivery_____
2. No. of spontaneous abortions (only those between 1-28 weeks)
3. No. of stillbirths (stillbirth: > 28 weeks pregnant)
4. No. of neonatal deaths (< 6 weeks after birth)
5. Other complications Y N Type
6. Oral or depot contraception Y N Ifyesanswer:E W P (E =ever, W=now, P = previous to a thrombotic event)
7. Hormonal replacement therapy Y N If yes answer: E W P (E = ever, W = now, P = previous to a thrombotic event)
Trademark (for 6, 7)
8. Fertility status pre-puber reproductive age pre-menopause menopause
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COMPLEMENTARY CLINICAL DATA

A. Current medication

statins Y N fibratesY N

B. Iron metabolism and anemia

Previous treatments with iron (Fe**) Y
Previous gastrectomy Y
Bleeding history Y Localization
Antecedents de hereditary haemocromatosis Y
Antecedents of anemia pernicious (A.P.) Y
Previous treatments with Vit B12 Y

Y

Antecedents of chronic mieloprolipherative syndrome

Family antecedents of AP. Y N U

Z2Z2ZZ2Z2Z22Z2

Type.

C. Haematologic cancer
Personal antecedents Y N

Type

D. Inflammatory diseases
Type

Medication

Current phase Chronic Acute

E. Autoimmune disease Y N
Type

Core group: Type 1 diabetes, autoimmune thyroid disease (Hashimoto thiroiditis or Graves’ disease), rheumatoid
arthritis, juvenile rheumatoid arthritis, inflammatory bowel disease (Ulcerative colitis or Crohn disease), SLE,
multiple sclerosis, psoriasis, primary Sjéegren syndrome

Other AD: Pernicious anemia, hemolytic anemia, idiopathic thrombocytopenic purpura, autoimmune neutropenia,
antiphospholipid syndrome.

Vitiligo, scleroderma, alopecia areata, pemphigus, lequien, mixed connective tissue disease, dermatomyositis.
Miastenia gravis, primary hypophysitis, suprarenal insufficiency.

Autoimmune glomerulonephritis.

Primary biliary cirrhosis, Celiac disease, autoimmune hepatitis.

Uveitis.

Sarcoidosis, intersticial disease, Churg-Strauss syndrome, Goodpasture syndrome.

Hypersensitivity diseases: Asthma, allergic rhinitis, atopic dermatitis.

F. Other associated di
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OTHER LYFESTYLE VARIABLES

H. Physical activity (IPAQ)

1. During the last 7 days, on how many days did you do vigorous physical activities?
(at least 10 minutes at a time)

2. How much time did you usually spend doing vigorous physical activities on one of those days?
hours per day
minutes per day

3. During the last 7 days, on how many days did you do moderate physical activities? Do not include
walking.
(at least 10 minutes at a time)

4. How much time did you usually spend doing moderate physical activities on one of those days?
hours per day
minutes per day

5. During the last 7 days, on how many days did you walk for at least 10 minutes at a time?
6. How much time did you usually spend walking on one of those days?
hours per day
minutes per day
7. During the last 7 days, how much time did you usually spend sitting on a week day?
hours per day
minutes per day

Categorical score: Inactive Minimally active HEPA active

Continuous score: expressed as MET-min per week
(MET level x minutes of activity x events per week)
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ANEXOS

ANEXO 5: HOJA DE RECOGIDA

CUESTIONARIO PARA IDENTIFICAR TROMBOEMBOLISMO VENOSO PREVIO

Adaptado de:
Frezzato M, Tosetto A, Rodeghiero F. Validated Questionnaire for the identification of
previous personal or familial venous thromboembolism. Am J Epidemiol 1996;143:1257-65.

DESCRIPCION DE UNA TROMBOSIS VENOSA

La trombosis ocurre mas frecuentemente en las venas de las piernas. Su presentacién es distinta

segun afecte a las venas profundas (dentro de los musculos) o a las superficiales (debajo de la piel):

- Enlatrombosis venosa profunda hay hinchazén del muslo o la pierna y la piel se pone
enrojecida, caliente y como pastosa. Suele doler toda la extremidad (a diferencia del dolor
localizado cuando hay una artrosis o un golpe); la extremidad suele estar tensa y es dificil de
mover. Las venas superficiales pueden verse aumentadas de tamafio y, a veces, hay fiebre.
Todos estos sintoma aparecen de pronto y duran varios dias. Son mas o menos intensos
dependiendo del tamario y el sitio de la vena obstruida.

- Enla tromboflebitis superficial, se nota como un cordén duro y doloroso a lo largo de la vena
afectada. La piel que la rodea esta enrojecida y caliente.

PREGUNTA 1:

De las descripciones propuestas, ¢ cree Ud. que alguna vez le ha pasado este tipo de problema?
TVP SI NO
TFS Sl NO

PREGUNTA 2:

La trombosis venosa puede causar otra enfermedad: algunos fragmentos del trombo se pueden
separar e ir a parar al pulmoén: Esto es la embolia de pulmoén.

¢Le han ingresado alguna vez en un Hospital por una embolia de pulmén? Sl NO
PREGUNTA 3:
Incluso si las respuestas son negativas a las preguntas 1y 2, recuerda Ud. Si algun médico le ha

diagnosticado nunca una de las siguientes enfermedades?:

a) trombosis, flebitis o tromboflebitis

- de las venas de las piernas Sl NO
- de otras venas (brazos, cuello, higado...) Si NO
b) embolia de pulmén Si NO
c) sindrome postflebitico Sl NO
PREGUNTA 4:
¢Recuerda Ud. si alguna vez le han dado tratamiento con inyecciones subcutaneas en abdomen o en
los brazos, para hacer su sangre mas fluida? Si NO
PREGUNTA 5:
¢Recuerda Ud. Si alguna vez ha tomado pastillas para hacer su sangre mas fluida y que necesitaba
andlisis periddicos (cada 15-30 dias) para dosificar el numero de pastillas? Sl NO

Se considera caso de tromboembolismo si:
Alguna de las 3 primeras es SI Y alguna de las 2 ultimas es Sl
En caso contrario, se descarta el antecedente de tromboembolismo
Con estas 5 preguntas se consigue una eficiencia diagndstica (porcentaje de sujetos
correctamente clasificados) del 98.2%.
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ANEXO 6: CUESTIONARIO PARA IDENTIFICAR EPISODIOS DE
TROMBOSIS VENOSA PREVIA

CRITERIOS PARA IDENTIFICAR EPISODIOS DE IAM, AVC Y AIT o TROMBOSIS ARTERIAL
PERIFERICA

1. Infarto agudo de miocardio (IAM) y angor

Segun informes clinicos de ingreso hospitalario. Los criterios diagnosticos se basaran en la
sintomatologia tipica, registro ECG, elevacion de enzimas cardiacos o datos de necropsia.

2. Accidente vascular cerebral (AVC) isquémico

- Segun informes clinicos de ingreso hospitalario.

- Mediante cualquier informe de infarto cerebral de diagndstico por la imagen (TAC, RMN,
arteriografia, angio TAC, angio RMN, doppler de troncos supraaérticos...)

- En ausencia de informes neuroldgicos, el diagndstico se basara en la presentacion clinica:
signos o sintomas clinicos focales, de inicio agudo, con pérdida de funcién neuroldgica
durante mas de 24 horas y sin ninguna otra causa aparente distinta a un origen vascular.
Segun criterios del Proyecto MONICA (Asplund K et al. Diagnostic criteria and quality
control of the registration of stroke events in the MONICA Project. Acta Med Scand
1988;728 suppl:26-39). Los signos focales aceptados como definitorios de AVC isquémico
son (WHO MONICA Project. MONICA Manual, Part IV: en
http://www_.ktl.fi/publications/monica/manual/part4/iv-2.htm):

- Déficit motor unilateral o bilateral (incluyendo descoordinacion)
- Déficit sensitivo unilateral o bilateral
- Afasia / disfasia (lenguaje no fluido)
- Hemianopsia
- Diplopia
- Desviacién conjugada de la mirada
- Disfagia de inicio agudo
- Apraxia de inicio agudo
- Ataxia de inicio agudo
- Déficit de la percepcion de inicio agudo
- No se aceptaran como evidencia Unica de déficit focal, los siguientes sintomas/signos:
- Mareo, vértigo
- Cefalea localizada
- Visién borrosa de ambos ojos
- Disartria o lenguaje poco claro
- Deterioro de funcion cognitiva (incluyendo confusion)
- Deterioro de conciencia
- Convulsiones

- Se descartaran otras causas de ictus no isquémico como hemorragia subaracnoidea,
hemorragia intracerebral o infarto cerebral por trombosis de senos venosos.

- Se registraran de modo diferenciado los AVC isquémicos de origen cardioembadlico.

3. Accidente isquémico transitorio (AIT)

- Segun informe clinico de un especialista

- Si el paciente refiere episodios agudos de déficit focal encefalico o retiniano (ver signos
focales definitorios arriba) con una duracion inferior a 24 horas, habitualmente menos de 1
hora.

4. Trombosis arterial periférica
Segun informes clinicos de ingreso hospitalario o cirugia vascular. Distinguir origen

cardioembodlico. 191
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ANEXOS

ANEXO 7: CRITERIOS PARA IDENTIFICAR EPISODIOS DE IAM,
AVC, AITY TROMBOSIS ARTERIAL PERIFERICA

GAIT 2
UP-DATING OF RELATED CLINICAL EVENTS QUESTIONAIRE

I. ldentification Date of up-dating 1

GAIT 2 code I _1__ (Family number/ generation/ position)

N Clinical Record

Name

L. Event
II.1 Venous thromboembolism Date

Type ( DVT, PE, STP, visceral, cerebral)

Localization

Age

Diagnostic method

Spontaneous Y N

Associated risk condition (surgery, hospitalization, bed rest, traumatism, plaster cast,
pregnancy, active cancer, other)

. 2 Arterial thromboembolism Date

Type (MI, angina, ischemic stroke, TIA, periferal artery)

Age

Diagnostic method

Associated risk factors (smoking, lipid disease, arterial hypertension, diabetes; obesity)

.3 Inflammatory or autoimmune disease Date

Type

Age

Objective diagnosis Y N

.4 Death Date

Cause:
- Advanced age
- Thromboembolic disease (arterial o venous) Seell.10ll.2
- Cancer Type

- Traumatic death

- Infectious disease

- Surgical complication (not thromboembolic)

- Disease of the liver, lung, digestive system or kidney

- Non coronary heart disease

- Disease of the central nervous system (except ischemic stroke)

- Autoimmune disease Seell. 3
- Inflammatory disease Seell. 3
- Other Especify
- Unknown
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ANEXO 8: CUESTIONARIO DE ACTUALIZACION DE EVENTOS

GAIT 2
CIRCUNSTANCIAS ASOCIADAS A LA OBTENCION DE LA MUESTRA

Identificacion

Nombre N° Historia Clinica

Codigo GAIT N° Laboratorio Fecha

Medicamentos que influyen sobre los fenotipos
Anticoagulantes

Orales en los ultimos 15 dias

Heparinas (HNF o HBPM) en las ultimas 24 horas
Antiagregantes plaquetares en los ultimos 15 dias
Antiinflamatorios

No esteroideos (AINE) en los ultimos 15 dias

Esteroideos en el dltimo mes
Inmunosupresores en el Ultimo mes
Hipolipemiantes

Estatinas hace 1 mes

Fibratos hace 2 meses

Otros potencialmente influyentes

Mediciones antropométricas

Peso Kg Circunferencia cintura cm
Estatura cm
Tipo de extraccion Preferente (16 tubos) Alternativa (10 tubos)

1. Hora de extraccion
4. Extraccion dificultosa NO SI muy larga traumatica
lipotimia leve lipotimia intensa
5. En mujeres en edad reproductiva:
Dia del ciclo menstrual* Duracién habitual del ciclo (dias)

* Empieza a contar desde el primer dia de la ultima regla. 195
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6. Circunstancias clinicas (por defecto deben ser todas NO)

Embarazo
Hepatopatia cronica
Proceso infeccioso/inflamatorio en el ultimo mes
Tromboembolismo en los ultimos 3 meses
Fase aguda
Enteropatia
Sindrome nefrético
Otras relevantes
Definir

7. Problemas con los tubos

Hemodlisis
Coagulado

(ONONORONORON))
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ANEXO 9: CIRCUNSTANCIAS ASOCIADAS A LA EXTRACCION DE LA

MUESTRA

CONSEJOS PARA EL DIA DEL ESTUDIO GAIT-2

Previamente, y al menos 1 mes antes al dia del estudio:

Cada uno de los familiares participantes deberia proporcionar la siguiente informacion
para poder preparar toda la documentacién:

Nombre.

Fecha de nacimiento.

Tarjeta sanitaria o nimero de la Seguridad Social (si lo tienen)

Direccion y teléfono.

Composicion de su domicilio (familiares con quienes convive)

Familiares con quienes comparte la mayor parte de su dieta (Ver definicion en pagina
siguiente).

Toda la medicacion habitual que toma.

El dia del estudio:

El individuo no habra tenido ningun episodio tromboembdlico en los ultimos 3 meses.
(trombosis venosa, tromboflebitis, embolia de pulmén, infarto de miocardio, angina de pecho,
embolia cerebral, embolia de extremidades)

Tampoco habra presentado ningun proceso inflamatorio agudo en el ultimo mes (neumonia,
gripe, catarro, rinitis, sinusitis, meningitis, apendicitis, gastroenteritis, brote de colitis ulcerosa o
de enfermedad de Crohn, colecistitis, infeccion de orina, artritis, ataque de gota, etc...)

Ademas, habra debido suspender previamente las siguientes medicaciones:

Al menos 15 dias, los anticoagulantes orales: (Sintrom, Aldocumar). Necesita una pauta de
heparina.

Al menos 24 horas las heparinas (Clexane, Hibor, Innohep, Fraxiparina, Fragmin, Arixtra)

Si es posible, al menos 15 dias los antiagregantes plaquetares:
Aspirina, Adiro, Tromalyt, Plavix, Iscover, Tiklid, Persantin, Disgren, Ageroplas, Anpeval,
Bioplak.

Si es posible, un mes los hipolipemiantes tipo estatinas y 2 meses los del tipo fibrato:

Estatinas: Arudel, Belmalip, Bristacol, Cardyl, Digaril, Glutasey, Histop, Lescol, Lipemol, Liplat,
Lipociden, Liposcler, Lymetel, Mevacor, Pantok, Prareduct, Pravastatina Ratiopharm,
Prevencor, Pritadol, Symvastatina (Bayvit, Davur, Normon o Ratiopharm), Vaditon, Zarator,
Zocor.

Tipo fibrato: Eulitop, Secalip, Trialmin, Dexide, Efensol, Resincolesteramina, Ezetrol, Rebakol.

Si es posible, al menos 15 dias los antiinflamatorios no esteroideos:

(Airtal, Artrotec, Dolo-Nervobion, Dolotren, Dolo-Voltaren, Droal, Falcol, Fiacin, Flogoter,
Normulen, Prodamox, Toradol, Voltaren, Acabel, Cycladol, Improntal, Movalis, Parocin,
Reutenox, Advil, Aleve, Algiasdin, Algidrin, Alogesia, Antalgin, Atriscal, Dalsy, Dolbufen, Dolorac,
Enantyum, Espidifen, Gelofeno, Ibumac, Ibuprofeno, Ibuprox, Ketesse, Momen, Naprosyn,
Neobrufen, Norvectan, Saetil, Seractil, Celebrex, Ceoxx, Dynastat, Vioxx, Arava, Cartisorb,
Condro-San, Condrosulf, Galaxdar, Glizolan, Hespercorbin, Thiomucase, Xicil, Robervital,
Miocrin, Cupripen.

Si es posible, al menos 1 mes los antiinflamatorios de tipo esteroideo:
Corticoides: Actocortina, Dacortin, Dezacor, Estilsona, Fortecortin, Zamene.
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Otros datos de interés

Ayunas: Los familiares vendran en ayunas de 12h

Mediciones: Peso, estatura y circunferencia de cintura.
El peso y la estatura se mediran descalzos. Se recomienda vestir ropa ligera para poder medir con
una cinta métrica la circunferencia de la cintura y la cadera.

Informes médicos: Es muy importante que el familiar nos traiga cualquier informe médico (por
ejemplo de un ingreso en el hospital) de las enfermedades que padece o ha padecido. Sobre todo
se necesitan los informes de enfermedades relacionadas con las trombosis o los infartos de
miocardio y cerebrales.

También necesitamos conocer todas las medicaciones que toma actualmente.
Necesitamos saber también el nimero de veces que ha sido operado, ha ingresado en un
hospital, ha estado enfermo en cama durante mas de 1 semana o ha sido escayolado por

fracturas. En las mujeres, el nimero total de embarazos y la fecha en que se inici6 la ultima regla.

Comparten dieta todos aquellos familiares que comen regularmente lo mismo al menos dos de
las tres comidas diarias principales (desayuno, almuerzo o cena)

Firma del documento de consentimiento: El representante y coordinador de la familia dispone
de copias para aquellos que las quieran leer previamente. También existe un documento de
informacion.

Lugar: Laboratorio de Hematologia (pabellén n° 7) Hospital de Sant Pau, con cita programada.

Para cualquier duda llamar al teléfono 93-2919290 de 9 a 12 h. Preguntar por el Sr. Luis Alegria.



ANEXOS

ANEXO 10: CONSEJOS PARA EL DiA DEL ESTUDIO GAIT-2

Grupos de Investigacion colaboradores en el proyecto GAIT 2

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona:

NGO WN =

Unitat d’Hemostasia i Trombosi. Dr Jordi Fontcuberta

Bioquimica. Drs. Francisco Blanco-Vaca y Jordi Ordofiez.
Eritropatologia. Dr. Angel Remacha

Laboratorio de Inflamacién. Dr. Lluis Vila y Dra. Mercedes Camacho.
Citometria de Flujo. Dr. Josep Nomdedeu

Servei de Medicina Interna. Dr. Jordi Casademont

Endocrinologia. Dr. Antonio Pérez

Servei d’Extraccions. Maria Murugo

Otros centros espanoles:

[N

abrw

CSIC. Madrid. Dr Santiago Rodriguez de Cérdoba

Departament de Biologia Evolutiva. Universitat Pompeu Fabra, Barcelona: Dr Jaume
Bertranpetit.

Laboratorio de eritropatologia (Dr. Vives Corrons). Hospital Clinic de Barcelona
CBTEG. Universitat Autdnoma de Barcelona. Dr. Miguel Chillén

Departament de Biologia Animal: Universitat de Barcelona. Dr. Pedro Moral

Centros extranjeros:

1.

2.
3.

Southwest Foundation for Biomedical Research. San Antonio (Texas). Dr John Blangero y Dr
Laura Almasy.

Centre National de Genotypage. Evry. Paris. Dr Mark Lathrop.

Proyecto EUROCLOT (Genetic regulation of the end-stage clotting process that leads to
thrombotic stroke). Participantes:

Centro coordinador: Twin Research & Genetic Epidemiology Unit del St Thomas’ Hospital.
Londres. Dr. Tim Spector

Otros paises: Finlandia (University of Helsinki), Dinamarca (University of Southern Denmark),
Italia (National Center of Epidemiology), Holanda (Leiden University Medical Centre), Suecia
(Karolinska Institute) y Reino Unido (Queen's University de Belfast, Leeds General Infirmary,
St George's Hospital, Espafia (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau).

Proyecto PROCARDIS (Genome wide strategy to identify susceptibility loci in precocious
CAD). Participantes:

Centro coordinador: Clinical Trial Service Unit (CTSU) de la Oxford University. Dr Hugh
Watkins

Karolinska Institut. (Estocolmo). Dr. Anders Hamsten.

Wellcome Trust Centre for Human Genetics. Oxford.

Munster University.

Instituto Mario Negri. Milan.

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

Department of Pathology and Laboratory Medicine. Emory University School of

Medicine. Atlanta. Dr. Tom E. Howard
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Protocolo de extracciéon de la muestra sanguinea

Tipos de tubos:

Los tubos de citrato, EDTA, heparina y suero son los regulares.

Uno de los EDTA (de 10 mL) va en frio (para homocisteina)

Los tubos con glutaraldehido los prepara y calienta a 37°C el equipo de Hemostasia.

Los tubos de PAXgene, para obtenciéon de ARN, los suministra el equipo de Hemostasia.

Tipos de extraccion:
Hay 2 posibles extracciones:
1. Preferente de unos 87 mL de sangre en total, repartidos en 16 tubos.
2. Alternativa de unos 47 mL de sangre total, en 10 tubos (para nifios pequefios 0 accesos
venosos muy dificiles).

La extraccion se efectuara en decubito.
El sistema informatico emitira 19 etiquetas con cédigo de barras y N° de laboratorio y una etiqueta
para la extensién en porta. (Sobraran una de EDTA y 2 de suero)

Orden de la extraccion:

Preferente Alternativa

1. Glutaraldehido (2) 1. Glutaraldehido (2)

2. Heparina (1 tubo de 10 mL) 2. Heparina (1 tubo de 5 mL)
3. PAXgene (2) 3. PAXgene (1)

4. Citratos (7) 4. Citratos (4)

5. EDTA3 mL 5.EDTA3 mL

6. EDTA frio de 10 mL 6. EDTA frio de 5 mL

7. Suero (2) 7. Suero (1)

8. Extension en porta 8. Extension en porta

Circuito de los tubos extraidos:

Siguen el circuito de rutina: un tubo de suero y el EDTA frio.

Los técnicos de Hemostasia distribuyen: el otro suero, los citratos, heparina, EDTA a temperatura
ambiente, los tubos de glutaraldehido y PAXgene y la extension.

Informacién complementaria:

- El extractor valorara si la extracciéon ha sido dificultosa y el motivo: muy larga (lenta), traumatica,
con lipotimia (leve o intensa)

- Personal de Extracciones efectuara las medidas antropométricas (peso, estatura y circunferencia
de cintura)

- Personal de Hemostasia y Extracciones rellenara la Hoja de "Circunstancias asociadas a la
obtencion de la muestra".
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ANEXO 12: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE LA MUESTRA
SANGUINEA

Fases del reclutamiento

Previa.

Busqueda y preseleccion familias candidatas
- Propositus con trombofilia venosa idiopatica (pag. 6 protocolo)
- Al'menos un episodio espontaneo.
- Familia extensa, colaboradora y con disponibilidad geografica.

FASE 1.

Cita por el secretario. Agenda de estudios familiares Dr. Souto.
Contacto con el propositus. Se convocan otros familiares (opcional)

Se confirma la condicién de familia candidata.

Propuesta formal de participar en GAIT 2.

Esbozo del arbol familiar completo (incluye fallecidos y no fenotipables)
Compensacién econdémica prevista.

Tomar nota de los familiares asistentes y modo de contacto (teléfonos)
Fijar fecha de préximo contacto.

Material
Entregamos material marketing (Dossier para propositus):
- Anexo 2 protocolo: "Argumentos para otorgar el consentimiento informado”
- Anexo 3 protocolo: "Documento de consentimiento informado”
- Anexo 9 protocolo: "Consejos para el dia del estudio GAIT-2.
- Noticias de prensa
- Articulos cientificos publicados en GAIT-1 (fotocopia de 12 pagina)

FASE 2.

Aceptacion de la familia (con visita o por contacto telefénico). Se produce durante las
semanas siguientes a fase 1.

Tras esta aceptacion, se deja claro a la familia que el inicio del reclutamiento efectivo
se decidira en funcién de algunas prioridades: tamafo familia, concurrencia con otro
protocolo (ELFO), disponibilidad exacta de los miembros, etc... El estudio se puede
realizar a lo largo de los 3-4 afios préximos (2006-2009)

FASE 3.

Se convoca 2 meses antes de la fecha prevista para incluir a los primeros familiares.
Es la fase que empieza con una reunion clave (quizasde varias horas) con cuantos
miembros de la familia quieran asistir. Esenciales son el propésitus y los familiares
mas colaboradores. Durante la fase, que dura dos meses (desde reunién clave hasta
analisis del primer familiar), se empieza a recoger informacion de todos los miembros y
se dan las indicaciones (parar medicaciones, etc.) para el dia de la extraccion.

Reunién clave

Cita por el secretario. Agenda de estudios familiares Dr. Souto.

Se ultima el arbol familiar y se numera correlativamente (no cédigos GAIT definitivos).
Al gréfico resultante se le llamara "Pedigree beta"

Se adjudica numero de familia GAIT 2.

Material

Entregamos:

- Copia del grafico "Pedigree beta" con numeracion correlativa
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- Ejemplos de consentimiento informado (anexo 3 del protocolo)

- DOC Consejos para el dia del estudio (anexo 9 del protocolo)

- DOC para registrar la informacion individual previa (datos demograficos,
administrativos, medicaciones y situaciones vividas de riesgo
trombdtico) **

- Indicaciones mecanismo de remuneracién econémica.

**Solicitamos a la familia la siguiente informacién. Marcamos el plazo de 1 mes
para obtenerla:

- Composicion household

- Composicion dietas compartidas

- Para cada miembro que vendra (fenotipado):

o Nombre
Apellidos
Fecha nacimiento
Numero tarjeta sanitaria
Teléfonos
Direccion
Medicacién que toma
o Informes clinicos (o que los traigan a la visita)
- Para los miembros que no vendran:
o Nombre

Apellidos
Fecha nacimiento
Exitus : Fecha muerte y causa
Antecedentes de:

=  Trombosis venosa

= Trombosis arterial

= Enfermedad inflamatoria y/o autoinmune

= Céncer

O O O O 0 O

O O O O

Introducimos familia en Cyrillic (ver doc. “Workflow introduccion familias”)

FASE 4.
Confeccion calendario de reclutamiento individual
Citaciones individuales (1 mes antes)
Dias previos a la cita > Recordatorio y chequeo (viernes anterior)
- Ausencia de trombosis en los ultimos 3 meses
- Ausencia proceso inflamatorio agudo en el ultimo mes
- Medicacién suspendida
- Que venga en ayunas de 12 h

FASE 5.
Firma consentimiento + entrevista + extraccion + mediciones antropométricas + "Hoja
de circunstancias asociadas a la muestra".

Se citaran 4 individuos por dia (martes y miércoles, total 8 por semana)

Lunes previo:
- Numero historia Hospital de Sant Pau.
- Numero laboratorio
- Preparacion consentimientos informados, con copia para los interesados.
- Edicidn de etiquetas. Etiquetado de las alicuotas.
- Preparacion hoja de "Circunstancias asociadas a la muestra”. Anexo 8.
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ANEXO 13: FASES DEL RECLUTAMIENTO DE FAMILIAS

Procedimiento para el envio de muestras a otros Centros colaboradores

Tipos de muestra bioldgica, con cédigo, susceptibles de envio a otros Centros

En cualquier envio realizado se registrara informaticamente:

Suero

Suero (congelado 3 dias post)
Plasma citratado:

Plasma en EDTA

Plasma en EDTA frio:

Plasma en heparina basal:
Plasma en heparina post ionéforo
Plasma en heparina post LPS

ADN

ARN basal
ARN pre LPS
ARN post LPS

Ultraestructura plaquetar bloque
Ultraestructura plaquetar rejilla
Ultraestructura plaquetar fotos
Botdn celular eritrocitos

N° consecutivo de envio de cada N° de laboratorio (1, 2, 3...)
Fecha de envio

Destino (Ej: EUROCLOT, Dr Vives-Corrons, CSIC Madrid, UPF...)
Cddigo o tipo de la muestra

SER
SER*
CIT

EDT
EDT f
HEP
HEP ion
HEP lps
DNA
ARN
ARN pre
ARN Ips
UP-blo
UP-grid
UP-photo
Eritro

Cantidad (Ej: Volumen, N° de alicuotas, N° de rejillas...)
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