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Abreviaturas

1 ABREVIATURAS

AIT: accidente isquémico transitorio.

AL/aCL: anticoagulante lipico/anticardiolipina

Anti-PZ: Anticuerpos anti-proteina Z.

AT: antitrombina / antithrombin.

DO: densidad optica.

EGF: factor de crecimiento epidérmico (EGF) / epidermal growth factor
EPCR: receptor endotelial de la proteina C/endothelial protein C receptor.
Factor Xa: factor X activado.

GLA: acido gammacarboxiglutamico (GLA) / gammacarboxyglutamic acid.
HNF-4: factor nuclear hepatocitico 4 alfa / hepatocitic nuclear factor 4 alpha
ITB: Indice tobillo-brazo.

KO: knock-out

MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa.

PAI-1: activador del inhibidor de plasmindgeno 1/ plasminogen activator inhibitor 1.
PAS: presion arterial sistolica.

PC: proteina C / protein C.

PZ: proteina Z / protein Z.

SNP: polimorfismo de nucledtido Uinico/ single nucleotide polymorphism.
tPA: activador del plasmindgeno tisular / tissue plasminogen activator.

TEP: tromboembolismo pulmonar.

TVP: trombosis venosa profunda.

UA: unidad arbitraria.

ZPI: Proteasa inhibidora dependiente de proteina Z/Protein Z-dependent protease

inhibitor.






Introduccion

2 INTRODUCCION

La respuesta procoagulante estd restringida en espacio y tiempo al momento
de la lesion vascular por los sistemas anticoagulante y fibrinolitico. La familia mas
importante de proteinas anticoagulantes es la de las proteasas dependientes de serina
0 serpinas, como son la antitrombina, la proteina C y el inhibidor de la activacion del
plasminégeno 1 (PAI-1) [1]. El ultimo sistema de proteinas anticoagulantes descrito
en humanos ha sido el de la proteina Z (PZ) [2] y la proteasa inhibidora dependiente

de proteina Z (ZPI) [3], motivo de nuestra investigacion y desarrollo de esta tesis.

2.1 Fisiologia de la proteina Z de la coagulacion.

2.1.1 Sintesis y estructura.

La PZ de la coagulacién fue inicialmente descrita en 1977 en su forma bovina
[4] por Prowse y Esnouf en el proceso de descripcion de otras proteinas vitamina K
dependientes y se nombro como z al ser la tltima en la columna de cromatografia [5].
La forma humana fue descrita por Broze en 1984 [2].

La PZ humana es sintetizada en el higado mayoritariamente [6], sin acuerdo
sobre una posible sintesis en células endoteliales vasculares [7,8]. El gen que la codifica
se encuentra en el cromosoma 13q34 [9]. Se trata de una glicoproteina de una sola
cadena de 360 aminoacidos con 62KDa con una semivida de 2,5 dias [10]. Su sintesis

vitamina K dependiente, como lo son la trombina, el factor VII, XI, X y la proteina C,

11
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le confiere como a estas la caracteristica presencia del dominio N-terminal de acido
gammacarboxiglutamico (GLA), esencial para la union a los fosfolipidos de membrana
dependiente de calcio; a diferencia de ellas la PZ posee 13 residuos GLA (Figura 1)
uno mas que las otras proteinas de la coagulacion vitamina K dependientes, importante
caracteristica que determina una velocidad de union a fosfolipidos de membrana 100
veces menor [11]. Los tres dominios restantes son dos dominios del tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGF1 y EGF2), y un dominio pseudo-catalitico sin actividad
proteolitica (Figura 2) La falta de histidina y serina (substituidos por treonina y alanina
respectivamente) en el dominio impide a la PZ tener actividad proteasa, a diferencia

del resto de proteinas de la coagulacion vitamina K dependientes [12-15].

Figura 1. Proteina Z humana, estructura secundaria.

12
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Figura 2. Proteina Z humana, estructura terciaria

2.1.2 Funcion. Complejo proteina Z/proteasa inhibidora dependiente de

proteina Z (PZ/ZPI)

2.1.2.1 Estudios iniciales

Desde la descripcion inicial de la PZ bovina en 1977 se tardaron bastantes afios
en publicarse estudios sobre su funcion fisioldgica. A principios de los afios 90 estudios
in vitro objetivaron como la PZ bovina se unia a la trombina (factor II) y promovia
su union a fosfolipidos de membrana [16], por lo que se pensd en una actividad
procoagulativa de la misma. Esta idea pareci6é corroborarse clinicamente en humanos
ya que los primeros casos de déficit de PZ descritos en la literatura se asociaban a
fendmenos hemorréagicos [17,18,19], y en alguno de estos casos se uso con éxito el

complejo protrombinico sustitutivo, donde se pudo aislar la presencia de PZ [20].

13
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Durante cierto tiempo se crey6 a la PZ como una proteina procoagulante.
La demostracion por parte de Hogg et al [21] que la PZ humana, a diferencia de
su homologa bovina, no poseia la capacidad de unidon a trombina y por lo tanto de
esta a membranas fosfolipidicas y estudios clinicos como el de Gamba et al [22] que
no confirmaba la relacidon entre déficit de PZ y hemorragia iniciaron el cambio de

tendencia en la idea de la funcionalidad de la PZ.

2.1.2.2 ZPL.

El paso definitivo para entender la actividad de PZ en la coagulacion humana
llego de la mano del grupo de Han y Broze que objetivo como la incubaciéon de PZ
con factor X activado (Xa), cefalina y calcio prolongaban el tiempo de coagulacion en
muestras deficientes de factor X. En la investigacion siguiente este mismo grupo pudo
identificar que la accion inhibidora del factor Xa la realizaba una proteasa que actuaba
unicamente en presencia de PZ, fosfolipidos y calcio, llamandola proteasa inhibidora
dependiente de proteina Z o ZPI [3].

Se trata de una proteasa de sintesis hepatica y cuyo gen reside en el cromosoma
14q32.1. [23,24]. Su estructura aminoacidica contiene 423 residuos, con un peso
molecular de 72 KDa y presenta un homologia de entre el 35-50% con otras proteasas
de la familia de las serpinas. En humanos y ratones el residuo primario aminoacido
(P1) que ocupa el centro de la zona catalitica en la ZPI es una tirosina, a diferencia de

otras proteasas (Figura 3). Su sintesis no es vitamina K dependiente.
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Figura 3. ZPI humana, estructura terciaria

2.1.2.3 Estructura y caracteristicas del complejo PZ/ZPI

En el afio 2001, Tabatabai et al [26], realizando estudios de purificacion de PZ
y ZPI, hacen la primera demostracion grafica in vitro de la interaccion entre ambas,
tras constatar en cromatografia de gel la aparicion de una columna de peso molecular
superior (150 KDa o fraccion 22, elipse roja en Grafica 1) correspondiente al complejo
PZ/ZPI, solo si ambas proteinas se incubaban previamente durante 15 min. Estos
mismos autores demuestran que en plasma en situacion fisiologica la practica totalidad
de la PZ plasmatica se encuentra unida a la ZPI formando una estructura dimérica PZ-

ZPI estable (elipse negra en Grafica 2), con un exceso de ZPI no unido a PZ.

15
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Grafica 1. Interaccion PZ/ZPI, primera evidencia in vitro

Grafica 2. Complejo PZ/ZPI en plasma, primera identificacion
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En los ultimos afios se han descrito las peculiaridades de la interaccion PZ/
ZPI [27-31]. En PZ los residuos aminoacidicos His-210, Arg-212, Arg 298 en el
centro C-terminal pseudo-catalitico interaccionan con varios residuos en hélix G y
A de ZPI, el mas relevante de los cuales es Asp-293 por ser la base en la fuerza de la
union (Figura 4). Mas recientemente se ha demostrado como ZPI también interacciona

mediante residuo Tyr -240 con una cavidad hidrofébica en dominio EGF-2 de PZ.

Figura 4. Complejo PZ-ZPI. Estructura terciaria (A) con dominios de interaccion

(circulo en A, detalle en B).
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2.1.2.4 Funcion anticoagulante del complejo PZ/ZPI; interaccion PZ/ZPIy factor Xa.

La primera evidencia documentada de la actividad cofactor de la PZ sobre la
ZPI se refleja en los estudios de Han a principios del 2000 [3,25]. In vitro se objetivo
como la PZ incrementaba en 1000 veces la accion inhibidora de la ZPI sobre el factor
Xa, en presencia de calcio y cefalina (Grafico 3). En otros sistemas anticoagulantes
cofactor-proteasa humanos (Tabla 1) también se han calculado los ratios en los que los
cofactores incrementan la actividad de las proteasas, siendo el calculado para PZ el

mayor de todos.

Grafico 3. Funcion cofactor de PZ sobre ZPI en la inhibicion de factor Xa.
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Tabla 1. Principales sistemas anticoagulantes cofactor- proteasa humanos.

COFACTOR activador RATIO PROTEASA anticoagulante DIANA

Heparina x300 Antitrombina Factor Xa

Glucolipidos de membrana

en endotelio vascular

Proteina S

Trombomodulina x140 Proteina C Factor Va
y Vllla

Endothelyal protein C receptor

Vitronectina x200 PAI-1 tPA

Dermatan sulfato Heparin cofactor II Trombina

Heparina

Proteina Z x1000

(Fosfolipidos membrana

en plaquetas + Calcio) ZP1 Factor Xa

Heparina x100

PAI-1; plasminogen activator inhibitor-1. tPA; tissue plasminogen activator

Las proteasas por tanto tienen poca actividad sin la presencia de los cofactores,

como la antitrombina, que inhibe escasamente al factor Xa si no existe una lesion

del endotelio vascular con exposicion de glucolipidos tipo glucosaminglicanos, hecho

que limita la actividad anticoagulante a la zona de lesion [32]. EI complejo PZ/ZP1
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no inhibe ningun otro factor de la coagulacion. La molécula de ZPI sola si puede, de
manera independiente de PZ, fosfolipidos o calcio, inhibir a los factores Xla y [Xa
[33], a nivel practico esta actividad es escasa ya que ZPI esta casi en su totalidad unida
a PZ en situacion normal y la forma libre suele ser una forma inactivada tras haberse
liberado de su union inhibidora al factor Xa.

A nivel fisiolégico cuando se produce la activacion intrinseca o extrinseca de
la coagulacion en un punto del torrente sanguineo se forman factor Xa y Va. Ambas
proteinas se forman localmente en la lesion pero pueden viajar a distancia via torrente
sanguineo a otras zonas y en estas provocar activacion de la cascada coagulacion
con trombosis consecuente. El control tanto local como a distancia de factor Xa lo
llevan a cabo de manera coordinada el sistema PZ/ZPI y la antitrombina (Figura 5)
[34,35]. En ambos casos se inhibe el factor Xa antes que este forme parte del complejo
protrombinasa. La antitrombina inhibiria factor Xa mas frecuentemente sobre la
superficie del endotelio vascular dafiado, y el complejo PZ/ZP1 1o harian en la superficie

plaquetar y torrente sanguineo [36-38].

Figura 5. Accion anticoagulante del complejo PZ/ZPI
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El complejo PZ/ZPI, como dimero en la circulacion, tiene poca afinidad por el
factor Xa circulante debido a que el centro de la zona catalitica de la ZPI tiene un residuo
tirosina, aminodcido que no tienen otras serpinas proteasas, y que le confiere esta
caracteristica. Esto asegurard que ZPI necesite para realizar su efecto anticoagulante
al cofactor PZ. El efecto cofactor que tiene la PZ sobre la ZPI se basa en su anclaje
inicial a la membrana y al factor Xa (Figura 6 esquema A), mediante el cual consigue
aproximar a la proteasa hasta el factor Xa unido a la membrana fosfolipidica (Figura
6 esquema A y B) [28]. Esto permitird que ZPI este durante un mayor periodo de
tiempo unido al factor Xa y consiga completar correctamente su accion proteolitica.
Este mecanismo de accidn de la PZ, definido por algunos autores como de anclaje, es
el mismo que usa la vitronectina con la PAI-1 [39]. La actividad cofactor de la PZ no
produce en cambio ningun cambio conformacional en la molécula de ZPI o mecanismo
alostérico, modo de accion que si usa heparina sobre la antitrombina. Desde hace
poco sabemos que heparina, actuando sobre un sitio diferente que PZ en ZPI, puede
incrementar la accion de ZPI en 20-100 veces, tanto sobre el complejo PZ/ZPI contra
factor Xa, como ZPI sola en su actividad inhibidora de factor XIa [40]

Unavez formado el complejo PZ/ZPI/Factor Xa sobre la membrana fosfolipidica
plaquetar se produce el efecto anticoagulante al impedirse y retrasarse la incorporacion
del factor Xa al complejo protrombinasa [25]. Posteriormente se liberara la ZPI por
dos motivos; primero por la disminucion de la afinidad de su unién con PZ, mecanismo
aun desconocido [41, 31] y por que la uniéon ZPI-Xa es inestable. Esta ZPI liberada o
“cleaved” al no estar unida a la PZ posee escasa afinidad y actividad frente al factor

Xa (Figura 7).
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Figura 6. Complejo PZ-ZPI-Xa. Estructura terciaria (A) con dominios de

interaccion ZPI-Xa (circulo en A, detalle en B) e interaccion PZ-Xa (puntos)

Figura 7. Funcidn anticoagulante del complejo PZ-ZPI y ZPI sola
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2.1.3 Niveles plasmaticos de PZ.

2.1.3.1 Determinantes genéticos (polimorfismos) y adquiridos de su variabilidad.
Los niveles plasmaticos de PZ se incrementan progresivamente desde el
nacimiento hasta la pubertad, momento en el que alcanzan el nivel de adulto [10,42].
En la poblacion general sana adulta la concentracion de PZ no parece variar con la edad
[10] nicon el género, aunque algin estudio sugiere que los hombres presentarian niveles
mas elevados [18,43]. Los estudios en poblacion general sana demuestran una gran
variabilidad interindividual en el rango plasmatico de PZ (Tabla 2) [44-47], llegando
desde el 32 al 168% de la media [10] para una misma poblacion. La determinacion de
la concentracion plasmatica de PZ se realiza mediante ELISA con anticuerpos anti-PZ
y en el mercado existen dos test aprobados para fines de investigacion; Asserachrom
Protein Z (Diagnostica Stago Inc, USA) y Zymutest Protein Z (HYPHEN BioMed,
France). La variabilidad en poblacién sana no puede ser explicada por el uso de distintos
métodos de determinacion plasmatica de PZ, ya que casi todos los estudios han usado
el mismo. Ademas del amplio rango normal en una misma poblacidn, encontramos
diferencias significativas entre distintos paises [48-50], como por ejemplo un estudio
en poblacion de Australia versus otro en Uruguay (media concentracion plasmatica
PZ 1,16 versus 2,71 microg/ml respectivamente) mientras que otros estudios han
encontrado diferencias entre afroamericanos y blancos americanos [51]. Estos datos

han hecho plantear un factor étnico-genético como causa de la variabilidad.
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Tabla 2. Concentracion plasmatica de PZ en sujetos sanos.

El gen de la PZ, localizado en el cromosoma 13, region q34, consiste en 9
exones. El control de la expresion génica depende del factor nuclear hepatocitico 4
alfa (HNF-4a) y Sp1 [52]. Se conocen un elevado niumero de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) del gen de la PZ en la poblacion normal, habiéndose descrito hasta
ahora mas de 100. En un estudio de 95 donantes sanos se identificaron recientemente
14 SNP y se definieron hasta 10 haplotipos [53]. Los estudios han identificado a varios
SNP que influyen en los niveles plasmaticos de PZ. Los més frecuentes son en la region
promotora de transcripcion -13 A>G y en intréon F 79 G>A, siendo los portadores de
los infrecuentes genotipos -13 GGy 79 AA los asociados una mds baja concentracion
de PZ [43,47, 54, 55]. Otro SNP menos frecuente, el del intron C -42 G>A también
se ha asociado a un descenso de niveles de PZ [47]. Finalmente se han descrito casos
puntuales de mutaciones en el dominio GLA de la PZ (substitucion de GLA por lisina),

que comportan un déficit severo de su secrecion [56,57].
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Uno de los factores adquiridos que mas frecuentemente influira en el nivel
plasmatico de PZ seré el uso de anticoagulantes orales anti vitamina-K, disminuyéndolo
entre un 1-16% de la media poblacional [10]. La hepatopatia cirrética por un mecanismo
similar se asociara a disminucién de PZ [58]. En la Tabla 3 se listan otras situaciones
patologicas en las que se ha constatado un descenso en la concentracion plasmatica
de PZ [5, 59-62]. En la mayoria de estas otras patologias se desconoce el mecanismo
fisiopatologico que provoca este descenso.

El proceso inflamatorio se ha intentado relacionar en algunos casos, aunque
existen resultados contradictorios respecto a su influencia en el nivel de PZ. Estudios
clinicos iniciales en tumores hematologicos y fase aguda de isquemia coronaria
sugerian que la PZ era un reactante de fase aguda negativo al descender con el
incremento de la IL-6 [63] y del fibrin6geno [64]. Estudios clinicos en fase aguda de
evento isquémico coronario [65] y cerebral [48] objetivaron resultados contrapuestos
con un incremento de los niveles de PZ, a modo de reactante de fase aguda positivo,
pero sin poder corroborar esta hipotesis al no encontrar relacion con IL-6. El primer
estudio in vitro que analiz6 la sintesis (proteica y expresion RNAm) de PZ tras la
estimulacion con citoquinas (IL-1, TNF-alfa, IL-6, IL-4, TGF-Beta) no demostro
relacion positiva ni negativa [66]. En un estudio posterior por el mismo equipo [7]
unicamente se demostrd un discreto incremento de la sintesis de PZ en endotelio, no
a nivel hepatico, por una citoquina de la familia de la IL-6. En un reciente estudio en
modelo murino se ha demostrado que PZ no es un reactante de fase aguda [67]. De
momento el proceso inflamatorio no se cree sea uno de los motivos que explique el

amplio rango de normalidad en sus niveles en la poblacion general.
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Pocos son los factores conocidos que incrementan los niveles de PZ, entre los
mas prevalentes los anticonceptivos orales [68] e hipertrigliceridemia [69]. Respecto
a la gestacion aunque algliin estudio habia establecido un incremento gradual de la
concentracion de PZ plasmatica [70] con normalizacién en el puerperio, otros dos

estudios no corroboran este comportamiento [71,72].

Tabla 3. Factores adquiridos que influyen en la concentracion plasmatica de PZ.

Disminuida Incrementada
Antagonistas vitamina K Anticonceptivos orales
Hepatopatia Hipertrigliceridemia

Colitis isquémica

Sindrome nefrotico
Insuficiencia renal avanzada
Talasemia

Neoplasia avanzada

CID

Pre-eclampsia

SAF/Sneddon

2.1.3.2 Correlacion con niveles plasmaticos y actividad de ZPI

Aunque son pocos los estudios que han evaluado la concentracidon plasmatica de
ZPI en situaciones patologicas y de normalidad [26,68,51,73], estos han proporcionado
importante informacion respecto a su relaciéon con PZ. Los niveles plasmaticos de ZPI
en los estudios publicados se realizaron mediante un home made-ELISA policlonal-

monoclonal descrito por Tabatai et al [26], existiendo actualmente varios kit ELISA
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comercializados. Por otra parte, solo en uno de los estudios se determin¢ la actividad
de ZPI (mediante estudio coagulométrico anti-XI) [73].

La primera conclusion es que los niveles plasmaticos de PZ y ZPI estan
interrelacionados, hallazgo facilmente explicable al ser un complejo dimérico PZ-
ZPI en plasma, con solo una parte de ZPI libre. Podemos ver como los niveles de
ambos disminuyen con dicumarinicos y se incrementan con anticonceptivos orales
en la misma proporcion [68]. Ademas, modelos murinos de deleccion génica de PZ
y ZPI, también corroboran este hecho, observando como por ejemplo en ratones con
déficit homocigoto de PZ la ZPI disminuye hasta el 70% del valor respecto a ratones
normales [74,75]. En segundo lugar, se constata como la concentracion y la actividad

anticoagulante de ZPI presentan una correlacion completamente lineal (Figura 8) [73].

Figura 8. Andlisis de correlacion entre concentracion (ZPI Ag) y actividad ZPI (ZPI FCn)

Estos datos apoyarian la idea de que unicamente determinando la concentracion
plasmatica de PZ podriamos evaluar de manera fiable la capacidad anticoagulante
del sistema PZ-ZPI, ya que ademés como sabemos, la molécula ZPI sola esta en baja

concentracion en plasma y posee escasa actividad anticoagulante contra factor Xa.

27



Introduccion

2.2 Fisiopatologia de la proteina Z de la coagulacion.

2.2.1 Modelos animales.

El primer modelo animal que estudio el fenotipo asociado a un déficit de PZ fue
publicado en el afio 2000 [74]. Los autores produjeron cepas murinas con deleciones
génicas para PZ, combinandolas también con ratones con Factor V Leyden. Objetivaron
que los ratones con delecion homocigota para PZ sin otro factor trombofilico afiadido
tenian un fenotipo normal, a diferencia de lo que pasa con el déficit de proteina C
donde se presenta una CID. Pero cuando se estudiaron ratones con Factor V Leiden
homocigotos que ademads poseian diferentes genotipos para déficit de PZ, homo (-/-),
hetero (+/-) y normales (+/+), se incremento la mortalidad de los mismos sobretodo

con el déficit homocigoto (Figura 9).

Figura 9. Fenotipos murinos en modelos con Factor V Leiden y diferentes genotipos de PZ.

En un segundo estudio publicado en 2008 se determinaron y compararon los fenotipos
de modelos murinos con déficit de PZ y ZPI [75]. Se produjeron cepas con déficit
heterocigoto (Het) y homocigoto (Knock-out o KO) para ambas proteinas y se

compararon con cepas de ratones normales (Wild-type o WT) en dos modelos de
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trombosis venosa y arterial. Se objetivé como las cepas PZ KO y ZPI KO presentaban
mayor grado de mortalidad por tromboembolismo pulmonar (TEP) y mayor grado de
oclusion trombotica arterial en dos modelos de trombosis inducida, respecto ratones

con niveles normales de ambas proteinas, y, sin diferencias entre PZ y ZPI (Figura 10).

Figura 10. Mortalidad por TEP (A) y grado de oclusion trombdtica arterial (B)

para fenotipos Knock-out murinos PZ y ZPI.

En este mismo estudio se comprobd que, en combinaciébn con un genotipo
homocigoto de Factor V Leiden, tanto el déficit de PZ como el ZPI incrementaban
significativamente la mortalidad de estos ratones dentro de las primeras 6 semanas de
vida (Tabla 4, en rojo). A diferencia del déficit de PZ que se ha constatado que produce
un incremento de la mortalidad que parece exclusivamente perinatal, en el caso de los
ratones con déficit ZPI también se incrementa la mortalidad durante la gestacion (Tabla 4,

en verde). Este hecho, junto a la constatacion de que los ratones con genotipo heterocigoto

29



Introduccion

Factor V Leiden incrementan mortalidad en casos de asociarse a déficit de ZPI pero no de
PZ (Tabla 4, en azul), ha hecho que algunos autores consideren que el genotipo homocigoto
de déficit de ZPI producird un fenotipo mas grave trombotico que el déficit de PZ. Un

reciente estudio ha corroborado este hecho en un modelo murino de sepsis [76].

Tabla 4. Supervivencia de los ratones con deleciones génicas de ZPI y PZ.

2.2.2 Estudios clinicos.

Describiré a continuacion cuales eran los conocimientos clinicos en el campo
de la trombosis y la patologia gestacional en relacion al sistema PZ/ZPI en el momento
de plantear esta tesis y que motivaron e inspiraron la realizacion de la misma. En el
apartado Discusion de esta tesis, y junto a nuestros resultados, se abordaran de manera

conjunta el resto de estudios publicados que conforman el conocimiento actual.
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2.2.2.1 Trombosis arterial.

Los primeros estudios que evaluaron la relacion entre PZ y trombosis se
realizaron en patologia arterial, en concreto en ictus (Tabla 5) [44,77]. Estos dos
primeros estudios controlados ya demostraron resultados contrapuestos, observandose
por Vasse et at [44] como un 20% de los pacientes respecto un 5% de los controles
presentaban déficit plasmatico de PZ (<1 mcg/ml o <5% de la PZ en controles)
incrementando el riesgo de ictus 4 veces, mientras que Kobelt et al [77] encontraron
que valores elevados de PZ (>160%) incrementaban 4,3 veces el riesgo de ictus. En
afos posteriores se sucedid la publicacion de estudios que, tanto en ictus como en
cardiopatia coronaria, tampoco aclararon la situacidon. Algunos grupos objetivaron
que el déficit de PZ era mas prevalente en los pacientes con trombosis [65,69,78,79],
mientras que otros estudios no encontraron tal relacion [48, 51,80,81].

Los polimorfismos de PZ mas frecuentemente encontrados en la poblacion
general (-13 A>G e intron F 79 G>A) se evaluaron en trombosis arterial. De manera
similar los resultados son contradictorios. En ictus dos estudios objetivaron que el
intron F 79 G>A y no el -13 A>Q, se asociaba con una menor prevalencia del mismo
[54,55], por lo que se considerd protector, mientras que otro estudio no demostro
relacion ninguna [82]. En cardiopatia coronaria isquémica un solo estudio no encontrd
ninguna relacion con los SNP F 79 G>Ay -13 A>G [83].

La relacion de la proteasa ZPI con trombosis arterial fue evaluada en un
estudio [51] sin encontrar diferencias de concentracion plasmatica entre pacientes con

trombosis arterial (ictus y cardiopatia isquémica) y controles.
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Tabla 5. Estudios clinicos evaluando PZ y ZPI en patologia trombotica arterial.

2.2.2.2 Trombosis venosa.

La mayoria de estudios clinicos que evaluaron la relacion entre trombosis venosa y
nivel plasmatico de PZ no encontraron una relacion significativa (Tabla 6) [44,46,47,68],
unicamente un estudio que evidencid un riesgo moderado de trombosis venosa asociado
aniveles de PZ muy disminuidos (<5% de los controles) [47]. Tampoco se evidencid una
relacion entre diferentes polimorfismos del gen de la PZ y la trombosis venosa [47,53].

En contraposicion a estos resultados encontramos los estudios realizados en
poblacion con otras trombofilias (hiperhomocisteinemia, mutacion gen protrombina
20210A o Factor V Leiden), en los que se objetivé que cuando estos pacientes
asociaban niveles disminuidos de PZ si que se incrementaba el riesgo de trombosis
venosa, siendo esta mas prevalente y de presentacion mas precoz [46,84]. En esta linea
se realizo un estudio que demostré que pacientes con Factor V Leiden que asociaban

una mutacién en el gen de la PZ (substitucion R255H en exon VIII), descrita en un 4%
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de la poblacion general [53,85], desarrollaban mas frecuentemente trombosis venosas
que aquellos con Factor V Leiden sin la mutacion R255H de PZ [86]. De todos modos,
la substitucion genémica de PZ R255H no se asocid a niveles disminuidos de PZ, por
lo que no se conoce el mecanismo por el que este polimorfismo actuaria.

Larelacion de proteasa ZPI con trombosis venosa ha sido escasamente evaluada en
estudios clinicos. Los resultados no demuestran que el déficit de ZPI incremente el riesgo
de trombosis venosa [68]. Resultados mas contradictorios se vieron al evaluar diferentes
SNP en regiones codificantes de ZPI. En un estudio inicial se determinaron 16 SNP de
ZPI, de los que solo dos, causantes de las mutaciones Arg67 y Trp303 y a su vez estas
de los codones stop R67X y W303X respectivamente, se observaron mas prevalentes en
pacientes con trombosis venosa respecto controles [87]. Un estudio controlado posterior
en una amplia muestra confirmé que R67X incrementaba el riesgo de trombosis venosa a
un ratio similar a otras trombofilias como Factor V Leiden aunque siendo mucho menos
prevalente, y que, aun sin evaluarlo en el estudio, el déficit de ZPI seria trombofilico [88].
A pesar de estos resultados, también se publicaron estudios que no encontraron relacion

entre trombosis venosa y ambas mutaciones W303X y R67X [89,90].

Tabla 6. Estudios clinicos evaluando PZ y ZPI en patologia trombotica venosa.
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2.2.2.3 Patologia gestacional. Anticuerpos anti-proteina Z.

El primer estudio que evalu6 una posible relacion entre concentracion plasmatica
de PZ y patologia gestacional se publicé en 2002 (Tabla 7) [91]. Este evidencio como
el déficit de PZ (<1 mcg/ml o <5% de la PZ en controles) se asociaba a un incremento
significativo de riesgo de aborto antes de la semana 15 de gestacion. Los pocos estudios
posteriores no decantaron la situacion, ya que mientras dos describieron asociacion
del déficit de PZ con abortos, muerte fetal, retraso de crecimiento intrauterino y
preeclampsia [92,93,94] , otros no [94,95].

La primera y tnica descripcion de anticuerpos anti-proteina Z (anti-PZ) que
existia en la literatura en el momento de plantear nuestra tesis se hizo por un equipo
meédico francés en el estudio de pacientes con patologia gestacional [96]. Este grupo
objetivo que la existencia de anti-PZ IgG e IgM incrementa, en correlacion con su
concentracion, el riesgo de abortos y muertes fetales. El subtipo IgM se asocié también
con pre-eclampsia grave. Este incremento del riesgo era independiente de los niveles
de PZ (no se correlacionaban con la presencia de anti-PZ), las gestaciones previas (no
incrementaban presencia anti-PZ) y otros anticuerpos aCL, Beta2 GPI (ausentes en los

pacientes) [97].

Tabla 7. Estudios clinicos evaluando PZ y anti-PZ en patologia gestacional.
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3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. HIPOTESIS.

En el momento de plantear esta tesis, ano 2004, el déficit de la PZ de la
coagulacion se habia demostrado como un factor de riesgo trombotico experimental
con modelos animales [74], pero los escasos estudios clinicos realizados hasta ese
momento, tanto en patologia trombotica arterial como venosa, no evidenciaban
claramente este hecho. Los estudios hasta ese momento tampoco habian investigado
si existia influencia de los factores de riesgo clasicos tanto para trombosis venosa
como arterial, en concreto con la enfermedad ateromatosa arterial, en la concentracion
plasmatica de PZ y por tanto creimos importante evaluarlas, de la manera mas objetiva
posible, en orden a eliminar factores de confusion en el probable papel de factor de
riesgo trombotico de la PZ. Finalmente, y llevados por los resultados en patologia
gestacional, quisimos estudiar la presencia de anticuerpos anti-PZ en pacientes con
trombosis vasculares arteriales y venosas. Estos motivos justificaron el disefo de la
primera fase del estudio motivo de esta tesis.

Al observar la amplia variabilidad interindividual de los niveles plasmaticos de
PZ en la poblacion general, consideramos interesante y necesario evaluar la estabilidad
individual de su concentracion en el tiempo, nunca antes establecida, importante dato a
la hora de darle significacion a un posible papel como factor de riesgo trombdtico. A su
vez, quisimos esclarecer el riesgo a largo plazo de recidiva trombotica asociado tanto
al déficit de PZ como en relacion a los anticuerpos anti-PZ, hipotesis no estudiadas
hasta ese momento. Se disefi6 por tanto la segunda fase del estudio, donde se evaluaria
a largo plazo y de manera prospectiva el comportamiento de la cohorte de pacientes

con un primer evento trombotico incluidos en la fase inicial.
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Las
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hipoétesis de estudio fueron:

El déficit plasmatico de PZ es una variable asociada de manera independiente a

un primer evento trombdtico vascular arterial y/o venoso.

El déficit plasmatico de PZ es una variable asociada mas frecuentemente a
trombosis vascular arterial de etiologia aterotromboética y a una mayor de

severidad de la misma.

La concentracion plasmatica de PZ es estable a largo plazo a nivel individual en

adultos.

El déficit plasmatico de PZ es un factor de riesgo independiente de recurrencia

trombotica arterial y/o venosa.

Los anticuerpos anti-PZ son una variable asociada a trombosis vascular arterial

y/0 venosa.

Los anticuerpos anti-PZ son un factor de riesgo independiente de recurrencia

trombotica arterial y/o venosa.



Objetivos

OBJETIVOS

Determinar e investigar diferencias en la concentracion plasmatica de PZ en
pacientes con un primer evento trombotico arterial y/o venoso respecto a poblacion

sana.

Investigar si una baja concentracion plasmatica o déficit de PZ se asocia a un
primer evento tromboético arterial y/o venoso, de manera independiente de los

factores de riesgo conocidos para estas patologias.

Investigar una probable relacion entre el déficit de PZ y la enfermedad
arteriosclerdtica, evaluada a través de los equivalentes: etiologia de la trombosis
arterial (ateromatosa-ateroembdlica vs otra etiologia), numero de factores de
riesgo cardiovascular (0-1 vs 2 o mas factores), riesgo cardiovascular calculado
(Score Framingham) previo a primer evento tromboético e Indice tobillo-brazo

(ITB).

Investigar si la concentracion plasmatica de proteina Z es estable a lo largo del

tiempo a nivel intraindividual en pacientes con trombosis arterial y/o venosa.

Investigar si una baja concentracion plasmatica o déficit de PZ incrementa el

riesgo de recidiva trombotica arterial y/o venosa de manera independiente a los

factores de riesgo de recurrencia reconocidos para estas patologias.
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6. Determinar e investigar diferencias en la existencia de anticuerpos anti-PZ en

38

pacientes con trombosis arterial y venosa respecto a poblacion sana.

Investigar si existe correlacion entre los niveles plasmaticos de PZ y los

anticuerpos anti-PZ.

Investigar si la existencia de anticuerpos anti-PZ incrementa el riesgo de recidiva
trombdtica arterial y/o venosa de manera independiente a los factores de riesgo

de recurrencia reconocidos para estas patologias.
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5 METODOS

5.1 Poblacion y disefio del estudio. Criterios de inclusion.

Durante un periodo de 6 meses de febrero a julio del afio 2004 y en colaboracion
con la Unidad de Hemostasia de nuestro centro (Dra. Nicolau) se realizo el registro
consecutivo de todos los pacientes con eventos tromboticos vasculares y patologia
placentaria-gestacional a los que se les solicitaba un estudio de trombofilia. Se
recogieron un total de 190 pacientes. El registro de esta cohorte de pacientes se
obtuvo con el fin de realizar diversos estudios en el campo de la patologia trombdtica
y gestacional en relacion con PZ y anticuerpos anti-PZ. De estos datos, en concreto
ya publicamos un primer estudio [98] con pacientes con trombosis vascular donde se
evaluaron concentracion plasmatica de PZ y anticuerpos anti-PZ. Para la presente tesis,
y a diferencia del estudio anterior, seleccionamos de la cohorte inicial de 190 pacientes
unicamente aquellos pacientes que se presentaron con su primer evento trombotico
vascular (Anexo 1 y 2). Esta seleccion se debid al proposito principal del estudio,
que era evaluar prospectivamente la recidiva trombotica, y creimos esta aproximacion
seria la mejor. No se incluyeron pacientes con patologia gestacional. En todos los casos
el evento trombdtico vascular estaba documentado correctamente tanto por clinica
como por pruebas complementarias. Se excluyeron pacientes con accidente isquémico
transitorio (AIT) asi como aquellos con angor sin criterios de infarto miocardico. Se
excluyeron los pacientes con factores que afectan el nivel plasmatico de PZ (tratamiento
con anticonceptivos orales, hepatopatia cirrotica, insuficiencia renal cronica con cifras

creatinina mayores de 1,5mg/dl). Del total de la cohorte, 116 pacientes cumplian todos
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estos requisitos. En el mismo periodo temporal se incluyeron 82 controles sanos, que
se reclutaron entre donantes habituales en nuestro Banco de Sangre. Tanto pacientes
como controles aceptaron mediante consentimiento informado la participacion en el
estudio. El estudio se aprobé por parte del Comité Etico del hospital.

Los pacientes inicialmente incluidos realizaron en los siguientes afios los
controles médicos periddicos por el proceso trombodtico vascular por parte de sus
especialistas tanto en nuestro centro hospitalario como a nivel ambulatorio sin ninguna
intervencion por nuestra parte. De septiembre a noviembre del 2014, a los 10 afios
de la primera evaluacion, citamos a todos los pacientes para la visita de evaluacion
de seguimiento final. No se realizé seguimiento del grupo control. En Anexo 3 se

representa el disefio del estudio.

5.2 Estudios analiticos y pruebas complementarias.

5.2.1 Proteina Z

Enlafaseinicial del estudio se realizo la primera determinacion de PZ plasmatica
de los controles y los pacientes. La extraccion sanguinea se realizd una media de 2
meses tras el evento trombotico vascular. Una muestra de sangre anticoagulada en
citrato fue centrifugada a 3000 G a 4°C. Alicuotas de plasma se guardaron a -80°C
para la realizacidon de estudios posteriores. La determinacion de la concentracion de
PZ plasmatica se realizé mediante el kit comercial de ELISA (Asserachrom Protein Z,
Diagnostica Stago and Serbio, Asnieres, France). A 10 afos de seguimiento se obtuvo
una nueva muestra. La segunda determinacion de PZ, en este caso solo realizada en los

pacientes, se llevo a cabo a partir de una muestra sanguinea extraida por venopuncion
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en la visita de seguimiento final, y procesada de igual manera como se ha descrito
anteriormente.

Se clasificaron las distintas concentraciones de PZ de los pacientes en cuartiles
tomando como referencia el grupo control; primer cuartil <1685 ng/ml, segundo cuartil
1685-2478 ng/ml, tercer cuartil 2478-3270 ng/ml y cuarto cuartil >3270 ng/ml. Se

consider6 de manera aleatoria como déficit de PZ el valor por debajo de 1000 ng/ml.

5.2.2 Anticuerpos anti-PZ

La determinacion de anticuerpos anti-PZ se realiz6 una tnica vez en el estudio
(durante la fase inicial del mismo), y tanto a pacientes como controles. Se elaboré un
home-made ELISA. Cada pocillo fue recubierto de 62,5 ng de PZ humana (Hyphen
BioMed,. Neuville sur Oise, France) diluido en solucién salina tamponada de fosfato
PBS. Otros pocillos se recubrieron s6lo con PBS para determinar la union inespecifica.
Se us6 como tampon de bloqueo seroalbimina bovina al 1% diluida en PBS-Tween20
1%. Las muestras de plasma (50ul diluido 1:50) fueron afiadidas por duplicado a los
pocillos e incubadas 1,5h a temperatura ambiente. Tras seis lavados, las placas fueron
incubadas 1 hora a temperatura ambiente con anti inmuglobulina humana (IgG o IgM)
de cabra marcada con fosfatasa alcalina (1:1000 en la soluciéon bloqueante) (Sigma,
Madrid, Spain). Tras lavar, el color fue desarrollado afadiendo P-nitrofenilfosfatasa
(Sigma) en su correspondiente tampon (1M dietanolamina, 0.05mM MgCl12, 0.22 M
NaCl, pH 9,5) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La densidad optica (DO)
de cada pocillo fue leida a 405 nm en espectrofotometro (Labsystem 1EMS reader
MF, Barcelona, Spain). La DO de union no especifica (pocillos sin antigeno) de cada
muestra fue substraido de cada uno de las muestras testadas (pocillos con antigeno).

Inicialmente testamos un panel de individuos control (n=50) a diferentes diluciones;
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el valor de absorbancia media de los controles sanos mas 2 desviaciones estandar se
establecio que corresponderia a 1 unidad arbitraria (UA) de anti-proteina Z 1gG o IgM.
Este fue también el valor limite o cut-off para definir su positividad. Los coeficientes

de variacion inter e intra ensayo fueron menores del 1,5%.

5.2.3 Estudio de trombofilia

Se realizo a todos los pacientes y controles en la fase inicial del estudio.
Las determinaciones se cursaron en el Laboratorio de Hemostasia de nuestro
centro por via rutinaria. Se descartd la Resistencia a la Proteina C activada-
Mutacion Factor V Leiden, el déficit proteina C y S, el déficit de antitrombina III,
la mutacion del gen de la Protrombina, la hiperhomocisteinemia, la mutacion del
gen metilentetrahidrofolato reductasa (C677T MTHFR) y el anticoagulante lupico/

anticuerpos anticardiolipina.

5.3. Evaluacion clinica y de factores de riesgo trombdético.

En la primera visita del estudio se evaluaron los factores de riesgo de primer
evento tromboético vascular arterial y venoso tanto en pacientes como controles. Se
consideraron factores de riesgo de trombosis arterial la edad mayor de 50 afios, sexo
masculino, hipertension, hipercolesterolemia, diabetes, obesidad y tabaquismo. La
hipertension arterial se definié segtin las Guias de la Sociedad Europea de Hipertension
[99] y/o si los pacientes tomaban medicacion antihipertensiva. La diabetes se considero
segun las guias de la Asociacion Americana de Diabetes [100] o si el paciente estaba
bajo medicacion o documentada en historial clinico. La hipercolesterolemia se definio

segun los parametros del NCEP-III (National Cholesterol Education Program) [101].
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La obesidad se definié tras el calculo del indice de Masa Corporal si > 30 Kg

m-2. Se investigaron los factores de riesgo de trombosis venosa como cirugia reciente
(<6 meses), inmovilizacion, neoplasia y uso de anticonceptivos previos a la trombosis.
Se clasificaron a todos los pacientes en subgrupos de factores riesgo trombotico segun
el numero de estos en la primera visita del estudio; bajo nivel de riesgo (0-1), alto
nivel de riesgo (2 o mas) y subgrupo con trombofilia. Se consideraron pacientes con
trombofilia congénita aquellos con mutacion de Factor V Leyden homo/heterocigoto,
mutacion del gen de la Protrombina homo/heterocigoto, déficit de proteina S o C,
hiperhomocisteinemia con o sin mutacién del gen C677T MTHFR.
Se cuantifico el riesgo cardiovascular en todos los pacientes antes del primer evento
trombotico mediante el score de Framingham [102] clasificando los pacientes en bajo
(<10%), medio (10-17%) y alto riesgo (18%), basandose en los factores de riesgo
recogidos en la primera visita del estudio.

Se realizo el indice tobillo-brazo (ITB) en todos los pacientes que completaron
el seguimiento clinico al final del estudio. La técnica fue realizada por la misma
persona y mediante el mismo método. Se usé una sonda doppler continuo portatil de
8 MHz y un esfigmomanometro manual. El paciente reposaba en decubito supino 5
minutos en reposo antes de las mediciones. Se media la presion arterial sistélica (PAS)
de ambas extremidades superiores; la sonda doppler se colocaba a 45° de inclinacion
sobre la arteria radial y mediante la descompresion progresiva del esfigmomanometro
se obtenia esta como aquella a la que se captaba la primera sefial doppler. Se tomo
como referencia la maxima PAS de las extremidades superiores. EI mismo proceso se
realizaba en las extremidades inferiores, esta vez la sonda doppler sobre arteria pedia
y el esfigmomandmetro en zona de pantorrilla. De las dos mediciones de extremidades

inferiores se tomaba la minima PAS, ya que de esta manera se aumentaba la sensibilidad
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de deteccion de enfermedad arterial periférica [103]. Se obtuvo el ITB mediante la
division de las PAS de extremidad inferior por la de extremidad superior. Se considerd
ITB patologico y por tanto indicador de presencia de enfermedad arterial periférica
ateromatosa un ITB menor de 0,9 o mayor de 1,3. Se realiz6 una gradacion clasificando
la enfermedad arterial periférica segin ITB: 0,9-0,7 leve, 0,7-0,4 moderada, <0,4 grave
y >1,3 calcificacion arterial.

Al final del periodo de seguimiento de los pacientes se investigd la ocurrencia
de recidiva trombodtica, que se defini6 como la apariciéon en el seguimiento de un
evento tromboembdlico en el mismo territorio vascular, arterial o venoso, que el
inicial, independientemente del 6rgano afecto. No se considero recidiva la deteccion de
arteriopatia periférica por ITB en paciente con trombosis arterial inicial al considerarse
un equivalente ateromatoso. Finalmente se valord la ocurrencia de nuevos eventos
trombdticos, definidos por afectar al territorio vascular contrario al de la trombosis
inicial. En este caso la deteccidon de arteriopatia periférica por ITB en pacientes con
trombosis venosa inicial y sin antecedentes de trombosis arterial si que se considero
como un nuevo evento trombotico. Se obtuvieron los datos a través de entrevista
médica y revision de datos de seguimiento de sus especialistas a través de la historia
clinica. Se investigo el tipo de tratamiento anticoagulante/antiagregante realizado.
Se determino la existencia de variables de riesgo de recidiva trombotica a lo largo de
la evolucion. Las variables de recurrencia de trombosis venosa que se consideraron
fueron: la obesidad, cancer activo, paraparesia, antecedente de trombosis venosa
idiopatica y presencia de factores permanentes (trombofilia, SAF) [104].

Finalmente todos los pacientes que tuvieran algiin evento tromboembolico
arterial al final del seguimiento se clasificaron para fines de estudio en aquellos

con datos objetivos de enfermedad ateromatosa (en pruebas de imagen- angioTC,
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angioRMN, doppler vascular arterial, ecocardiografia o ITB patoldgico) como causa de
la trombosis (aterotrombosis, ateroembolismo) respecto aquellas trombosis arteriales
de otra etiologia (cardioembdlica, diseccidon vascular, trombosis paraneoplasica,

trombosis con trombofilia congénita, trombosis idiopatica).

5.4 Estadistica.

Se valor6 la normalidad en la distribucion de PZ y anti-PZ mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. La variable anti-PZ requiri6 el uso de test no paramétricos
como Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. La variable PZ presentd una distribucion
normal por lo que se usaron los test paramétricos T de Student y ANOVA. Las variables
cuantitativas se representan como medias +- desviacion estandar. Las variables
cualitativas se representan como numero (%). La variabilidad intraindividual de la
concentracion plasmatica de PZ se evalu6 mediante el test de T de Student pareado.
La correlacion entre el titulo de anti-PZ y la concentracion plasmatica de PZ se evaluo
mediante los test de Pearson y Spearman. La comparacidn entre variables cualitativas
se realizd mediante chi-cuadrado. El riesgo de primer evento trombdtico respecto al
déficit de PZ se representé mediante Odds Ratio (OR) con intervalo de confianza del
95%, calculado a través de chi-cuadrado y regresion lineal univariante y multivariantes.
El riesgo de recidiva trombdtica asociado al déficit de PZ se represento mediante OR
con IC 95%, calculado a través de la regresion de Kapplan (estudio univariante) y la

de Cox (multivariante). La significacion estadistica se considerd si p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion inicial.

6.1.1 Relacion PZ y primer evento trombatico.

Se incluyeron en el estudio 116 pacientes y 82 controles, sin objetivarse
diferencias en las caracteristicas demograficas de género y edad entre ambos grupos
(Tabla 8). De los 116 pacientes, 44 (37,9%) debutaron con trombosis arterial y 72
(62,1%) con un primer evento trombotico venoso. Las principales patologias arteriales
de debut en 34 pacientes ictus isquémico, en 3 IAM, en 2 trombosis arterial periférica,
en 3 trombosis de arteria retiniana y en 2 trombosis arterial mesentérica. En el
territorio venoso 30 pacientes debutaron con tromboembolismo pulmonar (TEP), 27
con trombosis venosa profunda (TVP) sin TEP, 6 con trombosis porto-mesentéricas y
8 con trombosis venosa retiniana. La media de edad de los pacientes en el momento
del debut trombdtico fue de 50 (16) afios. Los factores de riesgo para trombosis arterial
y venosa fueron en general mas prevalentes en los pacientes respecto el grupo control
(Tabla 8).

No se encontrd correlacion entre la concentracion plasmatica de PZ y la edad
en pacientes y controles, ni con el intervalo temporal desde el debut trombotico hasta
la determinacion de PZ en pacientes (P=0,92 y 0,55, respectivamente). Tampoco se
vieron diferencias en la concentracion plasmatica de PZ segun el sexo de pacientes y

controles (P=0,31).
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La concentracion plasmatica de PZ fue significativamente menor en pacientes respecto
al grupo control (1703 +-736 ng/ml versus 2437+-964 ng/ml, P=0,001). Entre el grupo
de pacientes con trombosis arterial (1611 +-766 ng/ml) y venosa (1759+-718 ng/ml)
no se observaron diferencias significativas en la concentracion plasmatica de PZ y en

ambos esta fue menor que en el grupo control (P=0,001; Figura 11).

Tabla 8. Caracteristicas de pacientes y controles.

Pacientes Controles P
Tr Arterial Tr Venosa

N (%) 44 (37,9%) 72 (62,1%) 82 (100%)

Sexo masculino (n) 20 32 34 0,89
Edad (afios)! 51 49 45 0,08
Mayor 50 afios 27 — 22 0,001
Hipertension 19 — 3 0,001
Fumador 19 - 5 0,001
Hipercolesterolemia 15 — 6 0,001
Diabetes 7 - 0 0,002
Obesidad 1 8 1 0,013
FA 2 3 0 0,04
Valvulopatia 6 0 0 0,001
Inmovilidad - 23 0 0,001
Cirugia reciente — 9 0 0,001
Neoplasia — 5 0 0,05
Anticonceptivos orales — 6 10 0,26

I Edad media en el momento del debut trombotico en pacientes y de inclusion en el estudio de

controles. No se han representado los valores que estan como —.
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Realizamos entonces un subandlisis analizando la concentracidén plasmatica de
PZ en funcion de las diferentes manifestaciones arteriales y venosas de debut (Figura
12). De esta manera pudimos constatar en primer lugar como no existian diferencias
significativas en la concentracion plasmatica de PZ (P=0,59) entre todas ellas, aunque
destacaba la arteriopatia periférica como la forma de trombosis con menor concentracion
de la misma (828 ng/ml). Al comparar cada una de las patologias tromboticas con el
grupo control objetivamos, en el grupo de trombosis arteriales, como la concentracion
plasmatica de PZ era menor en ictus (1629 +- 764 ng/ml P=0,0001), arteriopatia
periférica (828+-344 ng/ml P=0,008) y trombosis arterial mesentérica (1306+-959 ng/
ml P=0,05), mientras que no existian diferencias con grupo control en trombosis de
arteria retiniana (2024+-1190 ng/ml, P=0,40) e IAM (1728+-174 ng/ml, P=0,15). En
el grupo de trombosis venosas, todas las patologias presentaron niveles plasmaticos de

PZ inferiores al grupo control (Figura 12).

Figura 11. Concentracion plasmatica de PZ en pacientes segun territorio vascular y

grupo control.
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Figura 12. Concentracion plasmatica de PZ en distintos procesos tromboticos

y grupo control.

Calculamos posteriormente el riesgo de ocurrencia de un primer evento
trombdtico en relacion a niveles decrecientes de PZ. El analisis multivariante se ajusto
segun los factores de riesgo que actualmente se consideran para cada tipo de trombosis
arterial y venosa (Tabla 9). Se pudo objetivar en el andlisis univariante o no corregido
un incremento del riesgo de trombosis arterial y venosa asociado a los dos cuartiles de
menor concentraciéon de PZ plasmatica (primer cuartil <1685 ng/ml, segundo cuartil
1685-2478 ng/ml), relacion independiente del resto de factores de riesgo al mantenerse

la significacion en el analisis multivariante.
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Tabla 9. Riesgo de primer evento trombotico arterial y venoso en relacion a

concentracion plasmatica decreciente de PZ clasificada en cuartiles.

Univariante Multivariante 1

Pacientes (n) OR 95%IC P OR 95%IC P
TR. ARTERIAL
Cuarto cuartil 1 Referencia
Referencia
Tercer cuartil 4 3,6 0,37-35 0,26 43 0,1-183 0,44
Segundo cuartil 13 13 1,5-108 0,01 28 2-900 0,01
Primer cuartil 26 26 3,2-210 0,002 58 3,2-1220 0,01
TR VENOSA
Cuarto cuartil 2 Referencia Referencia
Tercer cuartil 11 5 0,9-25 0,05 4.5 0,4-42 0,18
Segundo cuartil 25 12 2,6-59 0,002 12 1,4-101 0,02
Primer cuartil 34 17 3,5-80 0,001 11 1,4-101 0,02

I Trombosis arterial ajustada por edad mayor de 50 afios, sexo masculino, hipertension arterial,
fumador, dislipemia, diabetes, obesidad, fibrilacion auricular, valvulopatia y presencia de

anticoagulante lupico/anticardiolipina.

Trombosis venosa ajustada por inmovilidad, cirugia reciente, neoplasia, uso de anticonceptivos

previos a trombosis, obesidad y presencia de trombofilia congénita o anticoagulante lupico/

anticardiolipina.
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6.1.2 Relacion anticuerpos anti-PZ y primer evento trombotico

En el total de controles y pacientes 25 (12,6%) casos resultaron positivos para
anticuerpos anti-PZ con una distribucion entre controles, pacientes con trombosis
arterial y venosa que no evidencio diferencias para subtipo IgM (3,7%, 4,5%, 4,2%
respectivamente, P=0,5) pero si para IgG (4,9%, 18%, 7% respectivamente, P=0,01),
donde en trombosis arterial presento mayor porcentaje de anti-PZ positivos que en
controles y trombosis venosa (Figura 13 representado a través del titulo de anti-PZ
IgG en UA). No se evidenciaron diferencias en el porcentaje de positividad de anti-PZ

IgG entre las diferentes patologias tromboticas arteriales.

Figura 13. Anticuerpos anti-PZ IgG en pacientes segun territorio vascular y
grupo control. Los asteriscos son casos individuales.

La linea horizontal representa el cutoff para positividad de 1 UA.
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El riesgo de primer evento trombotico arterial asociado a la positividad de anticuerpo
anti-PZ del subtipo IgG seria de 3,5 (IC 1,2-9,9 , P=0,01). No hallamos correlacién

entre edad y positividad o titulo de anti-PZ tanto IgG como IgM (P=0,96)

6.1.3 Correlacion anticuerpos anti-PZ y concentracion plasmatica de PZ.

En el caso de los anticuerpos anti-PZ del subtipo IgM no se encontrd correlacion
con el titulo de PZ plasmatica (P=0,96). Por lo contrario cuando analizamos los
pacientes con positividad para anti-PZ del subtipo IgG constatamos como presentaban
un titulo de PZ plasmadtica significativamente menor respecto aquellos con positividad
I[gM y controles (1455 ng/ml, 2320 ng/ml, 2047 ng/ml respectivamente P=0,01),
ademas de objetivarse una correlacion negativa entre anti-PZ IgG y concentracion de

PZ plasmatica (-0,26, P=0,001).

6.2 Evaluacion prospectiva.

En la Figura 14 se pueden ver los datos de seguimiento de los 116 pacientes
con trombosis inicial. En 3 (2,6%) casos se perdid contacto con los pacientes por
motivo desconocido sin poderse realizarse control clinico, ITB ni analitico de PZ.
En 69 (59,5%) casos se consiguio completar el seguimiento tanto clinico, ITB, como
analitico. En 25 (21,6%) casos se completo el seguimiento clinico e ITB pero los
pacientes no quisieron realizar el control analitico para la determinacién de PZ. Durante
los 10 afios de seguimiento 19 (16,4%) casos fueron exitus por diferentes motivos
(Tabla 10), pudiéndose obtener los datos de seguimiento clinico hasta el fallecimiento,

pero no pudiendo realizarse ni ITB ni control analitico de PZ.
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Figura 14. Datos evolutivos en el seguimiento de pacientes con trombosis inicial.

Las causas de exitus se distribuyeron en neoplasias (26,3%), sepsis (26,3%),
desconocida (26,3%) y otras (10,5%), mientras que unicamente en 2 casos (10,5%)
fue un evento trombotico. Las caracteristicas de los pacientes que fueron exitus no
difirieron de las del resto de la cohorte excepto por ser un grupo con mayor edad
(72 vs 58 anos respectivamente, P=0,001). Tampoco se observaron diferencias en la
concentracion plasmatica de PZ ni la distribucion en cuartiles de PZ. La supervivencia

global a 5 afios de la cohorte de pacientes con trombosis inicial fue del 90%.
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Tabla 10. Exitus en el periodo de seguimiento en la cohorte de pacientes

con trombosis inicial.

Sexo Trombosis Tipo Edad Pz
inicial trombosis Exitus_aiio_causa exitus AntiPZ (ng/ml)
M Tr Venosa TV mesentérica  2010- Neoplasia biliar 74 negativo 1542,4324
M Tr Venosa  TEP 2014- Demencia senil. 78 negativo 941,5789
M Tr Venosa  TEP 2008- Linfoma 76 negativo 3278,4211
M Tr Venosa  TEP 2006- Desconocida (domicilio) 75  positivo IgG  1172,1622
H Tr Venosa  TVP 2010- Neoplasia prostata M1 71 negativo 358,3400
M Tr Venosa  TEP 2013- Depresion. Desconocida 37 negativo 287,1930
H Tr Venosa  TVP 2008- Neoplasia colon 77 negativo 1722,2807
H Tr Venosa  TEP 2006- Infeccion respiratoria 80 negativo 3390,7018
H Tr Venosa  TEP 2012- Sepsis. Paraplejia 53 negativo 2394,2105
H Tr Venosa  TVP 2013-Neoplasia gastrica. 69 negativo 2056,4103
H Tr Venosa  TEP 2005- Sepsis 80 negativo 1210,0000
M Tr Venosa TV mesentérica  2012-Desconocida (domicilio) 73 negativo 1439,3000
H Tr Venosa  TEP 2013- EPOC reagudizacion 94 negativo 2848,6000
M Tr Venosa  TVP 2005-Complicacion fractura cadera. 77  positivo [gM  1006,8376
M Tr Arterial ~ Ictus 2005- Ictus hemorragico sin aco 80 negativo 1208,9999
H Tr Arterial ~ Ictus 2011- Desconocida (domicilio) 63 negativo 899,9999
H Tr Arterial ~ Ictus 2010-Ictus isquémico carotideo 52 negativo 3676,9231
M Tr Arterial ~ Tr arterial retina ~ 2014-Fractura.Sepsis 86 negativo 2386,1728
H Tr Venosa  TVP 2010-Desconocida (domicilio) 82 negativo 1778,7000

6.2.1 Estabilidad de la concentracion plasmatica de PZ a largo plazo.
De los 116 pacientes iniciales solo se pudieron obtener muestras de sangre de
control en 69 (59,5%) de ellos (aquellos con seguimiento completo). La concentracion

plasmatica media de PZ en estos pacientes fue de 1593,2 (669) ng/ml, objetivandose
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una correlacion positiva significativa (0,67, P=0,0001) con los valores individuales
iniciales de cada paciente, sin demostrarse por tanto diferencias significativas (P=0,5)
en la concentracion plasmatica de PZ en un mismo paciente con trombosis inicial en
el periodo de seguimiento, manteniéndose este resultado tanto en los pacientes con

trombosis arterial como venosa (Figura 15).

Figura 15. Variacion individual de la concentracion plasmatica de PZ en el

seguimiento de pacientes con trombosis inicial, segun territorio vascular.

6.2.2 Relacion PZ y recidiva trombdética

Los pacientes a los que se les pudo completar el seguimiento clinico fueron
113 (97,4%) (116 iniciales menos 3 perdidos de control clinico y analitico). A los que
se les pudo realizar el ITB fueron 96 (116 iniciales menos 3 perdidos y 19 exitus). El
tiempo medio de seguimiento clinico en estos pacientes desde el ano 2004 fue de 9,2
(2) afios. Un 28% y 33% realizaron tratamiento anticoagulante oral o antiagregante

respectivamente en algin momento de la evolucion.
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Un total de 34 (30%) de pacientes presentaron una recidiva tromboembolica
(Tabla 10). La incidencia acumulada de recurrencia trombotica fue de un 30% en el
periodo de seguimiento, y la tasa de incidencia fue de 3,2% anual. Por territorio vascular
(arterial y venoso) no se observaron diferencias entre el porcentaje de pacientes (13%
y 17% respectivamente) con recidiva. En la tabla 10 se detallan el nimero de casos de
recidiva por patologias especificas.

Un total de 23 (20%) pacientes presentaron nuevos eventos tromboembolicos
en el territorio opuesto al inicial por lo tanto al final del periodo de seguimiento tenian
afectacion tromboembolica arterial y venosa. En la mayoria de casos se descubrio
una arteriopatia periférica silente por ITB patolégico (15 pacientes, 13,2%). Menos
frecuente fueron la aparicién de eventos tromboembolicos clinicos, tanto arterial (6
casos, 5,3%) como venoso (2 casos, 1,7%).

Delos 113 pacientes, 19 (16,8%) tenian un déficit de PZ (definicion arbitraria por
debajo de 1000ng/ml); no existieron diferencias en el porcentaje de pacientes cony sin
recidiva tromboembolica con déficit de PZ (20,6% vs 15,2% respectivamente, P=0,48).
En el célculo por regresion logistica del riesgo de recidiva de evento tromboembdlico
vascular tanto arterial como venoso asociado a una concentracion decreciente de PZ
plasmatica, se tomaron como referencia los valores de PZ de la evaluacion inicial, sin
hallarse incremento del riesgo de recidiva de trombosis en territorio arterial ni venoso
(Tabla 11) por lo que no se procedio al estudio multivariante.

No se observaron tampoco diferencias en el porcentaje de pacientes con y sin nuevos
eventos tromboticos que presentaban déficit de PZ (13% vs 17,8% respectivamente,
P=0,58), asi como tampoco en el analisis de riesgo de regresion logistica por cuartiles

de PZ.
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Tabla 10. Recidiva tromboembdlica en pacientes.

Pacientes (n)
Tiempo seguimiento (afios)
Pacientes en tto anticoagulante

Pacientes en tto antiagregante

Pacientes con recidiva tromboembdlica (n)
Venosa

Arterial

Episodios de recidiva tromboembdlica (n)
Venosos

TEP

TVP sola

Tr v mesentérica

Tr v retina

Arteriales

IAM

Ictus

Tr art periférica

Tr art mesentérica

Pacientes con nuevo evento tromboembolico (n)
Venosa
Arterial clinica

Arterial por ITB patologico

113
9,2

32 (28%)
38 (33%)

34 (30%)
19 (17%)
15 (13%)

46
25
8

14

[\

AW O W

23 (20%)
2(1,7%)
6 (5,3%)
15 (13,2%)
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Tabla 11. Riesgo de recidiva tromboembdlica en relacidon a concentracion

plasmatica decreciente de PZ clasificada en cuartiles.

Pacientes (n) OR 95% IC P Univariante

TR. ARTERIAL

Cuarto cuartil 1 Referencia

Tercer cuartil 4 0,002 0,001-3 0,9
Segundo cuartil 12 0,001 0,001-3 1
Primer cuartil 25 0,001 0,001-3 1
TR VENOSA

Cuarto cuartil 2 Referencia

Tercer cuartil 11 0.22 0,009-5,2 0,35
Segundo cuartil 24 0.33 0,01-6,1 0,46
Primer cuartil 34 0.41 0,02-7,3 0,55

En el andlisis de Kaplan-Meier calculamos la supervivencia libre de recidiva
trombotica comparativamente entre los pacientes con y sin déficit de PZ (<1000 ng/dl)

(Figura 16), sin observarse diferencias significativas (P log-rank=0.58).
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Figura 16. Curva Kaplan-Meier de supervivencia libre de recidiva tromboembolica

en relacidon a déficit de PZ.

En el analisis de Kaplan de supervivencia libre de recidiva tromboembolica
por territorios vasculares arterial y venoso en relacion al déficit de PZ tampoco se

encontraron diferencias significativas (P log-rank=0,46 y 0,98 respectivamente).

6.2.3 Relacion PZ y enfermedad arterioscleratica.

En la tabla 12 se resumen las distintas evaluaciones realizadas en el estudio de
relacion entre niveles plasmaticos de PZ y enfermedad aterosclerdtica. Los pacientes
con mas factores de riesgo cardiovascular al inicio del estudio no presentaban
niveles significativamente diferentes de PZ respecto a los que no tenian o tenian
solo uno (1715 vs 1683 ng/ml respectivamente, P= 0,82). Tampoco se observaron

diferencias de concentracion plasmatica de PZ en relacion a los distintos scores de
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riesgo cardiovascular de Framingham, bajo, medio y alto (1652 vs 1785 vs 1802 ng/
ml respectivamente, P=0,62).

Se realizo el ITB en 96 pacientes de la cohorte, observando normalidad del
mismo en 64 (66%) pacientes, siendo patologico en 32 (34%). En los pacientes con
ITB patoldgico, la afectacion leve-moderada fue la més frecuente, seguida por aquellos
con ratio ITB >1.3 indicativo de calcificacion arterial. Los pacientes con ITB normal
respecto al patologico no evidenciaron diferencias en la concentracion plasmatica de
PZ (1517 vs 1860 ng/ml respectivamente, P=0,11). Los grados de severidad de la
arteriopatia periférica segin ITB tampoco se relacionaron con los niveles plasmatico
de PZ (leve 2018 ng/ml, moderada 1914 ng/ml, calcificacion arterial 1533 ng/ml,
P=0,20).

Al final del estudio un total de 63 (55,8%) pacientes de la cohorte inicial habian
presentado o tenian patologia tromboembolica en territorio arterial. La concentracion
plasmatica de PZ no varié en aquellos con base ateromatosa causante del proceso
tromboembolico arterial respecto de los que tenian otra etiologia (1693 vs 1737 ng/ml

respectivamente, P=0,83).
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Tabla 12. Relacion PZ con equivalentes de enfermedad ateromatosa arterial.

Pacientes evaluados PZ plasmatica )/
(n %) (media, ng/ml)

Numero de factores de riesgo 116
de trombosis arterial !

0-1 factor 44 (38%) 1683

2 o0 mas factores 72 (62%) 1715 0,82
Riesgo cardiovascular
Score Framingham ! 116

Bajo 73 (63%) 1652

Medio 29 (25%) 1785

Alto 14 (12%) 1802 0,62
ITB 96

Normal (>0.9) 64 (66%) 1517

Arteriopatia leve (0.9-0.7) 16 (17%) 2018

Arteriopatia moderada (0.7-0.4) 7 (7%) 1914

Arteriopatia grave (<0.4) 0

Calcificacion arterial (>1.3) 9 (10%) 1533 0,20
Trombosis arterial 2 63

Ateromatosa-ateroembdlica 38 (60%) 1693

Otra etiologia 25 (40%) 1737 0,83

I En evaluacion inicial previo a evento trombotico de debut.

2 Total de pacientes con algin evento tromboembdlico en territorio arterial evaluado al final del

seguimiento.
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6.2.4 Relacion Anti-PZ y recidiva trombotica.

Se realizo el andlisis de Kaplan de supervivencia libre de recidiva trombotica
tanto arterial como venosa en los pacientes con y sin positividad para anticuerpos
anti-PZ, subtipo IgG e IgM (Figura 17) sin encontrarse diferencias significativas (P
log-rank=0,54), que tampoco se apreciaron en un subandlisis por territorios vasculares

arterial o venoso.

Figura 17. Curva Kaplan-Meier de supervivencia libre de recidiva tromboembolica

en relacion a positividad para anticuerpos anti-PZ.
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7 DISCUSION

Los resultados de nuestra tesis demuestran una asociacion entre los niveles
plasmaticos decrecientes o déficit de PZ y un primer evento tromboembdlico vascular,
tanto arterial como venoso. En 2008 ya publicamos resultados similares [98], aunque
como comentamos previamente, en una poblacién de pacientes algo diferente en la
que se mezclaban aquellos con un primer evento tromboembdlico y con antecedentes
trombdticos previos. En los ultimos afios algunos estudios clinicos habian avalado la
asociacion déficit de PZ y trombosis en consonancia con nuestros resultados, si bien
la mayoria no detallaban el numero de eventos tromboticos, ademas de ser estudios de
baja calidad, compendio de casos, retrospectivos o transversales no controlados. Entre
estos estudios el mas relevante, por tratarse del tnico metaanalisis publicado hasta el
momento es el de Sofi et al en 2010 [105]. En este se seleccionaron para el anélisis final
unicamente aquellos estudios controlados que evaluaban la relaciéon PZ y trombosis
vascular y/o patologia obstétrica, agrupando finalmente un total de 4218 pacientes y
4778 controles [44-47,61,65,68,69,73,79,81,84,91-95,106-109]; comentar que entre
los estudios seleccionados se encuentra nuestro estudio de 2007 [98]. El metaanalisis
demuestra que el déficit de PZ incrementa en 2.9 veces el riesgo de asociar un evento
trombotico de manera global, sin diferencias entre los territorios vasculares arterial y
venoso (Figura 18), siendo por tanto la primera evidencia con cierta solidez estadistica
de una asociacidon que, aunque se habia constatado en experimentacion animal, no se

concretaba en los estudios clinicos.
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Figura 18. Riesgo de trombosis asociado a déficit de PZ. Metaanalisis (Sofi et al 2010).
IS: ictus isquémico, DVT: trombosis venosa profunda, ACS sindrome coronario
agudo, CAD enfermedad arterial coronaria, PE preeclampsia, FL perdida fetal,

ART trombosis arterial vascular, VEN tromboembolia venosa.

7.1 Estableciendo causa y efecto en la asociacion déficit de PZ y trombosis.

La evidencia expuesta creemos es de suficiente calidad como para afirmar la
existencia de algln tipo de asociacion entre el déficit de PZ y la trombosis. A partir
de ahora discutiremos las probables relaciones entre ambas. La primera y mas logica
relacion seria considerar el déficit de PZ como un factor de riesgo protrombdtico de
tipo congénito. Aunque son muchos los datos indirectos que avalarian este hecho,

la ausencia de estudios prospectivos en poblacion sana impide una constatacion
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clinica definitiva. Otra hipotesis implicaria que el proceso trombotico per se, por un
mecanismo desconocido, disminuiria la concentracién plasmatica de PZ, y esta seria
unicamente un marcador de trombosis. Una tercera via de relacion implicaria que, si
bien al inicio el proceso trombdtico provocaria un descenso en la concentracion de
PZ plasmatica, este déficit a su vez de manera retrograda actuaria como un factor de
riesgo adquirido que intensificaria la trombosis. Situaremos los hallazgos de nuestra
tesis en cada una de las hipotéticas direcciones en la relacion déficit de PZ y trombosis

vascular a medida que se expongan (Figura 19).

Déficit plasmatico de
PZ

| Factor riesgo trombotico modelo animal |

No relacién Polimorfismos PZ -

trombosis
| Relacién Polimorfismos PZ - [PZ] | 4
o
| Estabilidad intraindividual [PZ] largo plazo | P
e
. . . 3
No varla.blhdad [PZ] en relacién a proceso No factor de riesgo de
trombotico agudo 4 . .
o recurrencia tromboembolica
No variabilidad [PZ] en relacién a factores N
de riesgo cardiovascular
No variabilidad [PZ] en relacién a
grado de severidad de la
enfermedad arteriosclerotica
TROMBOSIS

Figura 19. Relacion déficit de PZ y trombosis vascular.

Evidencias hasta la actualidad en recuadros azules y hallazgos de nuestra tesis en rojo.

En los ultimos afios han aparecido estudios que demuestran claramente la
existencia de polimorfismos del gen de la PZ (PZ A-13G, PZ G-103A, PZG79A) que

determinan su concentracion plasmatica en la poblacion general. En particular, se ha
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observado como los alelos, haplotipos y genotipos mas raros de estos polimorfismos
(aquellos presentes en <3% de la poblacion) se relacionan significativamente con los
menores niveles plasmaticos de PZ [110].

Los resultados de nuestra tesis demuestran que la concentracion plasmatica de
PZ se mantiene de manera individual sin cambios significativos muy a largo plazo, dato
nunca antes publicado. Debido al prolongado periodo de tiempo de seguimiento nos
atrevemos a inferir por tanto que en un mismo individuo la concentracion plasmatica
de PZ de manera fisiologica se mantendra de por vida en un valor similar, aunque
habra que certificar este hecho en un prospectivo en poblacion sana ya que el grupo de
seguimiento era el de los pacientes con trombosis. Esta estabilidad o constante en la
concentracion plasmatica de PZ apoyaria sin duda la explicacion previa por lo que la
heterogeneidad manifiesta en los valores de PZ poblacional seria de exclusivo control
génico y también el hecho de que en la supuesta relacion PZ y trombosis, el déficit
sea primario y se comporte como un factor de riesgo trombodtico congénito (Figura
19). A pesar de todo, la mayoria de estudios en polimorfismos del gen de la PZ de
momento no se han demostrado como factores de riesgo tromboticos, y los pocos en
los que se ha encontrado relacion [111-114], son de baja calidad y no en todos ellos
el riesgo trombodtico del polimorfismo es secundario a un déficit de PZ [111,113].
Comentaremos aqui que en el caso de la proteasa ZPI, si que se han evidenciado de
una manera mas clara una serie de polimorfismos como factores de riesgo trombotico,
en especial el que produce la mutacion sin sentido Arg67Stop, que el grupo espafiol de
Corral et al publicé en 2006, encontrando un prevalencia algo menor que la de otros
factores tromboticos como FV Leiden o mutacidon gen de la protrombina 20210 pero
con un incremento del riesgo trombosis venosa similar cercano a un OR de 3,4 [88].

Esta mutacion sin sentido provocaria a nivel tedrico un déficit plasmatico de ZPI real,
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pero de nuevo como acurre en los polimorfismos de PZ, existen otros estudios que no
han detectado relacion entre déficit de ZPI y trombosis venosa [68].

Los resultados de nuestra tesis, asi como los de nuestro estudio previo [98]
demuestran que no existe correlacion entre la concentracion de PZ y el intervalo
temporal desde el debut trombotico agudo. Estan por lo tanto en linea con otros estudios
como el de Staton et al [55] que no encontré diferencias en el nivel de PZ determinado
a los 7 dias respecto de 3-6 meses posteriores al ictus o el de Sofi et al [106] el que no
se evidenciaron diferencias en la concentracion plasmatica de PZ entre pacientes con
enfermedad coronaria cronica estable respecto de aquellos con inestabilizacién o [AM.
Como comentamos en la introduccion, tampoco existe evidencia de que moléculas
asociadas al proceso inflamatorio agudo influyan en la sintesis de PZ. Es cierto que en
condiciones de gran consumo de factores de la coagulacion (CID) se han demostrado
déficits de PZ asociados [115], pero como ocurre con el resto de moléculas implicadas
en la cascada coagulatoria, siendo un ejemplo no valido para los mecanismos de
trombosis que llevan a procesos vasculares tromboembolicos habitualmente. Creemos
por tanto que la concentracion plasmatica de PZ no varia de manera significativa de
manera secundaria a los mecanismos de trombosis aguda, dato a favor de que el déficit
de PZ fuera un factor de riesgo primario (Figura 19).

Los resultados de nuestra tesis demuestran que el déficit de PZ no se asocia mas
frecuentemente con trombosis de origen ateromatoso asi como tampoco con mayor
severidad de la enfermedad arteriosclerotica. Los estudios que inicialmente evaluaron
probables interacciones entre arteriosclerosis y déficit de PZ fueron realizados en
cardiopatia isquémica [65,106]; no se encontro relacion con el nimero de factores de
riesgo y tampoco con el numero de vasos coronarios afectos, en este caso evaluados

de manera objetiva por coronariografia. Sin embargo los estudios realizados en
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arteriopatia periférica demostraron resultados contrarios a estos. De hecho, en nuestro
primer estudio publicado en 2007 [98] objetivamos que la poblacion con mayor
nimero de factores de riesgo cardiovascular y con arteriopatia periférica clinica
presentaban el menor nivel plasmatico de PZ respecto a todas las demds entidades
tromboembolicas tanto arteriales como venosas. No evaluamos el grado de afectacion
arterial periférico (ni por estadios clinicos de claudicacion ni por ITB). Supusimos
que la arteriopatia periférica al ser un equivalente de afectacion vascular de grandes
vasos aorto-iliaco-femoral y por lo tanto, al menos en extension, afectar a una mayor
superficie del territorio arterial, podria comprometer la conocida sintesis de PZ por
parte del endotelio [7] que, aunque minoritaria respecto a la sintesis hepatica podria
influir negativamente en la concentracion plasmatica de la misma. Ademas se habia
demostrado la presencia de PZ en las lesiones vasculares de pacientes con ateromatosis
[116], por lo que, bien por secuestro o uso en proceso trombdtico ateromatoso, se
podria disminuir su concentracion plasmatica. En ese momento planteamos que, o bien
la concentracion de PZ disminuiria secundariamente al proceso trombdtico vascular
aterosclerético siendo simplemente un marcador de la severidad del mismo, o bien un
déficit primario de PZ podria, de manera desconocida, provocar mas frecuentemente
trombosis ateromatosa respecto de trombosis arterial de otra etiologia. Poco tiempo
después aparecieron dos estudios en trombosis arterial periférica [73,108], que a
diferencia del nuestro si evaluaba el grado de enfermedad, aunque exclusivamente por
estadios clinicos de claudicacion (estadios de Fontaine). Estos estudios objetivaron
asociacion entre descenso de concentracion plasmatica de PZ y mayor grado de
arteriopatia periférica clinica. Los resultados de nuestra tesis a este respecto parten del
proposito de aclarar estas discrepancias, basandonos en una prueba complementaria

objetiva como el ITB a la hora de evaluar tanto el grado de enfermedad arterial
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periférica asi como el riesgo cardiovascular global y la magnitud de la enfermedad
ateromatosa ya que son muchas las evidencias que este indice vascular es un marcador
objetivo de riesgo de muerte cardiovascular, ictus, cardiopatia isquémica [103,117,118]
y un equivalente arteriosclerdtico de primer orden. Tanto la realizacion del ITB como
el hecho de que evaluamos de manera objetiva el riesgo trombdtico arterial a través de
los scores aceptados en todos los protocolos, incrementan la veracidad de los hallazgos
internacionales y nunca antes se habian realizado en otros estudios. Nuestros resultados
avalan de manera objetiva la no existencia de una relacion especifica del déficit de
PZ con la enfermedad arteriosclerotica. Descartamos por tanto que los cambios en la
concentracion de PZ actien como un marcador de ateromatosis. El déficit de PZ por
tanto podria ser un factor de riesgo primario para trombosis en territorio arterial pero sin
mayor frecuencia de enfermedad ateromatosa (Figura 19). Podria por tanto actuar como
estado protrombotico en las fases finales de la enfermedad ateromatosa incrementando
las complicaciones tromboticas de la superficie de una lesion vascular ya establecida. De
todos modos tenemos que comentar que en general las trombofilias primarias congénitas
han evidenciado mayor riesgo de trombosis venosa y existen muchas dudas en los
estudios sobre el papel real en la trombosis arterial [119,120], por lo que un déficit de
PZ que como comentamos tendria una base predominantemente congénita, no pareceria
tener muchas probabilidades de ser especificamente un factor de riesgo de trombosis
arterial, aunque esto habra que descartarlo en futuros estudios prospectivos.

Los resultados de nuestra tesis indican que el déficit de PZ no es un factor de
riesgo de recidiva trombdtica vascular arterial ni venosa. Tampoco demostramos que
el déficit de PZ incrementara las posibilidades de nuevos episodios tromboembolicos
en el territorio vascular opuesto al de debut, dicho en otros términos, no se relaciono

con mayor riesgo de trombosis concomitante venosa y arterial. Existen inicamente
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dos estudios prospectivos previos al nuestro (Tabla 13). El primero fue el de Morange
et al [81], basado en los resultados del estudio PRIME. Este fue un estudio prospectivo
disenado paraencontrarunaexplicacionaladiferenciade eventos isquémicos coronarios
objetivada entre poblacion francesa e irlandesa de mediana edad no explicable por los
factores de riesgo clasicos e identificar nuevas variables de riesgo de trombosis dentro
de las que se evalud la PZ. Entre una amplia cohorte de pacientes (mas de 10.000)
entre 55 y 59 anos de edad seleccionados en Francia e Irlanda, a los que durante 5
anos se les evalud el riesgo de evento isquémico coronario o muerte origen cardiaco,
se seleccionaron 890 para evaluar la PZ. El déficit de PZ considerado (<10% grupo
control, < 930 ng/ml) no se comporto como un factor de riesgo de nueva trombosis
arterial coronaria o muerte cardiaca. Los puntos fuertes de este estudio son la amplia
muestra poblacional y el hecho de evaluar debut trombotico y no recidiva. El estudio
de Sofi [78] es el tnico que ha demostrado hasta el momento que el déficit de PZ sea
un factor de riesgo trombotico. En concreto observaron que una concentracion de PZ
menor del 5% de su grupo control (<609ng/ml), aunque no el descenso por cuartiles de
PZ, incrementaba el riesgo de recidiva de cardiopatia isquémica postrevascularizacion.
Podria por lo tanto pensarse que el riesgo trombodtico solo se incrementaria por debajo
de un umbral concreto de concentracion de PZ, y que en nuestra tesis y el estudio de
Morange no habiamos alcanzado. Revaloramos entonces nuestros datos y calculamos
que el deéficit de PZ <5% del grupo control correspondia a <708 ng/ml; con este
nuevo valor definiendo el déficit de PZ no cambiaron nuestros resultados previos y
no objetivamos mayor asociacion con recidiva trombotica. Creemos ademas que el
estudio de Sofi es el de menor calidad de los tres si tenemos en cuenta que como
prospectivo solo tiene un seguimiento temporal limitado (<1 afio), ademas de evaluar

unicamente complicaciones isquémicas post revascularizacion coronaria.
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Tabla 13. Estudios prospectivos evaluando déficit de PZ como

factor de riesgo trombotico.

Morange [81] Sofi [78] Tesis
N 890 193 113
Periodo 1991-1994 2003 2004-2014
Seguimiento medio 5 afios 10 meses 9.2 aflos
Nacionalidad poblacion Francia/Irlanda Italia Espana
Edad media (afios) 55 66 50
Definicion de déficit PZ
(concentracion plasm.) <10% (930 ng/ml) <5% (609 ng/ml) <1000 ng/ml

Evaluacion prospectiva

End points

D¢éficit PZ factor de riesgo
(s/n)

Nueva trombosis

IAM/angor de debut

Muerte causa cardiaca

NO

Recidiva tr

IAM post-

revascularizacion

SI

Recidiva tr

Tr arterial

Tr venosa

NO

A este respecto los resultados de nuestra tesis apoyarian la evidencia del estudio

de Morange, pero ampliando al doble el tiempo de seguimiento hasta casi 10 afios y a

otros tipos de trombosis arterial a parte de cardiopatia isquémica asi como trombosis

venosas.
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De todos modos hay que sopesar con cautela las conclusiones extraidas de
nuestro trabajo ya que sabemos que los factores de riesgo de recidiva trombdtica no
son siempre exactamente los mismos que los asociados a un primer evento trombotico
[104,121]. Por ejemplo los datos demuestran la llamada “paradoja” de la recurrencia
tanto en trombosis arterial como venosa. La hipertension arterial incrementa 4 veces
el riesgo de un primer ictus pero solo levemente (1-1,5 veces) su recurrencia. La edad,
el factor de riesgo mas potente para primera trombosis venosa no ejerce ningun efecto
en la recurrencia. Asimismo las consideradas trombofilias congénitas ejercen un papel
importante en primera trombosis y mucho menor, casi la mitad, en incremento del
riesgo de recidiva tromboembolismo venoso (Factor V Leiden OR 3,4 versus 1,5). Son
preferibles por tanto la realizacion de futuros estudios basados en evaluar el riesgo de
primer evento trombotico asociado a déficit de PZ mas que evaluar recidivas.

Brevemente comentaremos la evidencia en trombosis sobre otras moléculas
similares a la PZ, cofactores de proteasas anticoagulantes, el principal y mas
reconocido seria la Proteina S, asi como el EPCR (endothelyal protein C receptor) y
la trombomodulina (Tabla 1). El déficit de proteina S esta claramente demostrado y
aceptado como factor de riesgo trombofilico creemos debido a dos factores diferenciales
con la PZ; no solo hace de cofactor activador de la proteina C sino que posee una
actividad anticoagulante independiente de esta muy importante (anti factor Va y Xa)
[122], cosa que de momento se desconoce para la PZ independiente de su proteasa ZPI,
y en segundo término, el déficit congénito de proteina S es bastante comun y prevalente.
No pasa lo mismo con las dos moléculas EPCR y trombomodulina, al igual que la PZ,
no aceptadas de momento como factores establecidos trombofilicos. Esto es debido a
la falta de estudios de calidad y sobre todo a resultados dispares no concluyentes de

asociacion de trombosis. En el caso del EPCR, un receptor transmembrana y cofactor
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situado en el endotelio vascular que ancla la Proteina C a las paredes de los vasos para
que ejerza su funcién final anticoagulante, se han evaluado varias mutaciones; 23-bp
insercidén en exon 3 que se asocid a trombosis venosa y arterial [123], polimorfismo
4600A/G (Ser219Gly) que segun estudios no se asociaria o solo débilmente a trombosis
venosa y tampoco a cardiopatia isquémica [124,125,126]. La trombomodulina es una
molécula transmembrana expresada en el endotelio vascular con varias funciones
anticoagulantes, favoreciendo el anclaje de la trombina y que podra ser inhibida por
parte de la Proteina C. Los estudios de diversos polimorfismos (Ala455Val, Ala25Thr)
de trombomodulina no han demostrado relacion con trombosis venosa [127,128,129],
pero pareceria existir cierta relacion con trombosis arterial, especificamente trombosis
coronaria.

La evidencia actual no demuestra que el déficit de PZ sea un factor de riesgo
trombdtico independiente, aunque la calidad de las pruebas es insuficiente para
descartar definitivamente esta hipotesis siendo necesarios mas estudios. De todos
modos, y en comparacion con otros sistemas anticoagulantes como el de antitrombina
en el que existe una clara evidencia de su papel como factor de riesgo en trombofilia,
el déficit del sistema PZ/ZPI prevemos que en caso de demostrarse como un factor de
riesgo este serd mas bien modesto (similar al aceptado para otro sistema anticoagulante
como el de heparin cofactor II) y s6lo seria apreciable combinada con otros factores
protromboticos.

En conclusion, a pesar de haber corroborado la existencia de una relacion entre
el fenomeno trombotico arterial y venoso con el déficit de PZ, nuestros resultados
no han aclarado definitivamente las causas de esta asociacion, con datos a favor de
considerar el déficit de PZ como un probable factor de riesgo protromboético primario

congénito mas que un simple marcador de trombosis (estabilidad concentracion
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plasmatica de PZ a largo plazo, no variabilidad concentracion plasmatica de PZ en
relacion con proceso trombotico agudo, asi como tampoco en relacion a enfermedad
arteriosclerosa), pero sin confirmacion de este hecho en el estudio prospectivo en el
que no se objetivo el déficit de PZ incrementara el numero de recidivas tromboticas ni
en territorio arterial ni venoso. Creemos sin embargo mandatorio acabar de discernir
la incognita del papel como factor de riesgo trombotico del déficit de PZ mediante la

realizacion de un estudio prospectivo y controlado amplio en poblacion sana.

7.2 Anticuerpos anti-PZ. Algun papel real en trombosis vascular?

Los resultados de nuestra tesis objetivan una asociacion inicial entre la
trombosis arterial de debut y presencia de anticuerpos anti-PZ del subtipo IgG,
manteniéndose esta para todos los tipos de eventos trombdticos arteriales evaluados.
En nuestro estudio previo [98] ya evidenciamos la existencia de anticuerpos anti-
PZ en trombosis vascular no gestacional, aunque la poblacion de estudio incluyera
pacientes con trombosis arterial tanto de debut como recidivante. Los otros estudios
que han publicado resultados respecto a anticuerpos anti-PZ en trombosis vascular
se han realizado en pacientes con sindrome antifosfolipidico/AL [130,131]. En un
estudio en el afio 2001 [132], y otro en 2003 [59] se publicaron una serie de enfermos
con AL y/o aCL, algunos con criterios de SAF por trombosis vascular o patologia
gestacional y otros asintomaticos; se comprobd que la concentracion plasmatica media
de PZ en todos estos pacientes era menor respecto a poblacidén control y pacientes
con trombosis venosa de otra etiologia. En otro estudio con una muestra mas amplia
de pacientes, se constato de nuevo una asociacion con déficit de PZ, pero en este

caso unicamente en pacientes con SAF establecido y no en portadores asintomaticos
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de AL/aCL [131]. Este mismo estudio demostré in vitro como AL/aCL en presencia
de Beta2GPI impedian el efecto anticoagulante del complejo PZ/ZPI, teorizandose
que estos anticuerpos antifosfolipidos actuarian a través de competir/impedir la
union a membrana fosfolipidica de PZ y por lo tanto esto podria ser otro mecanismo
trombofilico en SAF. A falta de mas estudios a este respecto, no quedaba claro si
el déficit de PZ en SAF estaba unicamente en relacion al proceso trombotico o si
AL/aCL pudieran influir en su concentracion plasmatica a través de union directa y
aclaramiento del complejo PZ/ZPI. Este fue el motivo de que se buscaran otras causas
de déficit de PZ en SAF, como los anticuerpos anti-PZ. Fue en los mismos estudios
referidos donde se determinaron anti-PZ, en ambos mediante ELISA comercial. En
el primer estudio no se encontraron anti-PZ [131] y el segundo se obtuvo un mayor
titulo anti-PZ subtipo IgM en pacientes con AL respecto controles, aunque no se
evidenci6 relacion con trombosis [130]. En nuestro laboratorio de Investigacion (Dr
Ordi) en 2004 se determind los anticuerpos anti-PZ mediante un home-made ELISA
en 20 pacientes con SAF, sin que se evidenciara positividad en ningtn caso (datos no
publicados). Comentar que en el sindrome de Sneddon y en la enfermedad de Behget,
ambas asociadas a eventos trombdticos de mecanismo fisiopatoldgico desconocido, se
han objetivado concentraciones plasmaticas de PZ menores respecto poblacién sana
[133,134] que segun autores podrian ser consecuencia y para otros causa coadyuvante
trombotica. En todo caso, no se ha encontrado el motivo de esta asociacion ya que
los polimorfismos de PZ tampoco han explicado el déficit de PZ en el caso del
Behget [135,136]. Creemos que seria justificable por tanto en estas entidades de base
autoinmune con trombofilia manifiesta, determinar los anticuerpos anti-PZ tanto para
explicar el déficit de PZ como un mecanismo trombético que no dependiera de la

concentracion plasmatica de este cofactor.
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A pesar de que hemos objetivado una asociacién entre anticuerpos anti-PZ IgG y
trombosis arterial de debut, nuestro estudio prospectivo ha descartado que estos sean un
factor de riesgo de recidiva trombotica arterial ni venosa, dato relevante y nunca antes
publicado ya que la nuestra es la primera evaluacion prospectiva de estos anticuerpos
como factores de riesgo trombdtico realizada en cualquier tipo de trombosis, vascular
o gestacional-placentaria. Nuestros resultados irian por tanto en contra de que estos
anticuerpos tuvieran un papel real como factor de riesgo trombdtico vascular. Ademas
se ha demostrado positividad para anticuerpos anti-PZ tanto 1gG como IgM en un
5-25% de poblacidon sana, confirmada también en nuestros controles [130,137] y
disminucion de su titulo en la gestacion fisioldgica no complicada, hechos que apoyarian
la existencia de anticuerpos anti-PZ naturales con funciones en sistema inmune aun
no definidas. Aunque no podemos discernir si los detectados en nuestros pacientes
con trombosis son autoanticuerpos anti-PZ con o sin poder patogénico, los datos, al
menos en trombosis vascular no parecen apoyar un patogenicidad independiente. En
el caso de la patologia gestacional existe también un gran debate, y se acepta que
en algun subgrupo de pacientes con muy elevados titulos de anti-PZ se asociarian
complicaciones obstétricas [137,138].

En conclusion, a pesar de haber detectado una discreta asociacion entre la
presencia de anticuerpos anti-PZ y la trombosis vascular en territorio arterial, con
una probable influencia de los mismos en la concentracion plasmatica de PZ, no se
ha corroborado su papel como factor de riesgo de recurrencia trombotica arterial
en el estudio prospectivo, dato que, junto a la escasa tasa de positividad y titulo de
anticuerpos, y el conocimiento de la existencia de anticuerpos anti-PZ naturales no
patogénicos, creemos hace poco probable se llegue a demostrar en el futuro un papel

patogénico real en trombosis arterial por lo que no creemos se deban realizar mas
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estudios en este sentido en poblacion general. De otro modo creemos que si se podria
plantear la realizacion de estudios que determinaran anticuerpos anti-PZ en pacientes
con trombosis vascular en contexto de entidades autoinmunitarias para las que no
exista una explicacion fisiopatologica conocida del mecanismo trombotico, como en

enfermedad de Behget, LES sin SAF, Sneddon y otros.

7.3 Limitaciones o sesgos potenciales del estudio

Idealmente, el nimero de pacientes y controles incluidos deberia haber sido
mayor en orden a testar el déficit de PZ prospectivamente como factor de riesgo de
recidiva trombotica. Esta evidente limitacion de nuestro estudio se ha equilibrado
parcialmente con un periodo de seguimiento a muy largo plazo. De todos modos,
debera rectificarse en un futuro estudio prospectivo que quiera evaluar definitivamente
al déficit de PZ como potencial factor de riesgo de debut trombatico.

Los pacientes fueron incluidos en el estudio si, como consecuencia del episodio
trombotico, se solicitaba un estudio de trombofilia. Se decidié que de esta manera
habria mas probabilidades de estudiar casos de trombosis idiopaticas o poco clasicas
y ver si en esta poblacion el déficit de PZ podria ser una explicacion a las mismas.
En contrapartida entendemos que este hecho supone un potencial sesgo de seleccion
de cuadros tromboticos que por una parte tendrian mas frecuentemente trombofilias
congénitas como base, asi como asociar menos frecuentemente factores de riesgo
clasicos que, por ejemplo, podria haber influido negativamente al estudiar la relacion
PZ con aterotrombosis. A este respecto comentar que efectivamente hemos encontrado
mas casos de trombofilias que los esperables con una poblacion de trombosis con mas

factores de riesgo clésicos, pero también es cierto que no hemos objetivado relacion
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significativa entre la presencia de trombofilia y una influencia real en la concentracion
de PZ, a diferencia de lo que otros estudios referian.

No existe consenso internacional en la definicion de déficit PZ y existe cierta
heterogeneidad en los estudios. De todos modos no creemos que el limite escogido en
nuestro estudio (<1000 ng/ml) suponga un sesgo para los resultados ya que se aproxima e
incluso es igual al usado por otros [44,46,81], correspondiente aproximadamente a valores
por debajo del percentil 10% en concentracion plasmatica de PZ de la poblacion general.

Podria criticarse la no determinacion de la concentracion de la proteasa ZPI
en nuestro estudio. Pero si nos basamos en la evidencia ya comentada previamente
creemos que la determinacion exclusiva de la concentracion plasmatica de PZ es
correcta en el afan de cuantificar la actividad de todo el complejo PZ/ZPI anticoagulante
sobre el proceso trombotico debido a que, en primer lugar, la concentracion de ambas
moléculas esta en correlacion directa ya que forman un complejo PZ-ZPI circulante, en
segundo lugar la funcion de la proteasa ZPI es proporcional y lineal a su concentracion
y finalmente la actividad de la ZPI sin el cofactor PZ es de poca relevancia segun lo
conocido. Hemos constatado como los polimorfismos de la PZ casi siempre se pondran
de manifiesto con un fenotipo alterado en cuanto a la concentracioén de la misma, por
lo que en la disquisicion entre determinar concentracion o polimorfismos de PZ en los
estudios de asociacion con trombosis creeriamos mas indicada la determinacion de los
niveles plasmaticos. Por el contrario, si quisiéramos evaluar el probable papel como
factor de riesgo trombotico de la ZPI, creemos que seria mas rentable la determinacion
de sus polimorfismos y no de su nivel plasmatico; los polimorfismos de esta proteasa no
suelen alterar fenotipicamente su nivel plasmatico y si probablemente su conformacion
y actividad. Lamentablemente no esta a disposicion de la mayoria de laboratorios la

determinacion de la actividad de la ZPI.
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CONCLUSIONES

El déficit plasmatico de PZ es una variable asociada de manera independiente a un

primer evento trombotico vascular tanto arterial como venoso.

El déficit plasmatico de PZ no se asocia mdas frecuentemente a trombosis

vascular arterial de etiologia aterotrombotica ni a la severidad de la enfermedad

arteriosclerotica.

La concentracion plasmatica de PZ es estable a largo plazo a nivel individual en

adultos.

El déficit plasmatico de PZ no es un factor de riesgo independiente de recurrencia

trombotica arterial ni venosa.

Los anticuerpos anti-PZ son una variable asociada a trombosis vascular arterial

pero no a trombosis venosa.

La concentracion plasmatica de PZ se correlacion6 inversamente con el titulo de

anticuerpos anti-PZ en pacientes con trombosis arterial pero no venosa.

Los anticuerpos anti-PZ no son un factor de riesgo independiente de recurrencia

trombotica arterial ni venosa.

79



Bibliografia

9

10.

11.

80

BIBLIOGRAFIA

Rau JC, Beaulieu LM, Huntington JA, et al. Serpins in thrombosis, hemostasis

and fibrinolysis. J Thromb Haemost 2007; 5: 102—115.
Broze GJ Jr, Miletich JP. Human protein Z. J Clin Invest 1984; 73: 933-938.

Han X, Fiehler R, Broze GJ Jr. Isolation of a protein Z-dependent plasma protease
inhibitor. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 9250-9255.

Prowse CV, Esnouf MP. The isolation of a new warfarin-sensitive protein from

bovine plasma. Biochem Soc Trans 1977; 5: 255-256.

Broze GJ Jr. Protein Z-dependent regulation of coagulation. Thromb Haemost
2001; 86: 8-13.

Kemkes-Matthes B, Matthes KJ. Protein Z, a new haemostatic factor, in liver
diseases. Haemostasis 1995; 25: 312-316.

Vasse M, Denoyelle C, Corbiére C, et al. Human endothelial cells synthesize
protein Z, but not the protein Z dependent inhibitor. Thromb Haemost 2006;
95:519-523.

Cesari, F., Sofi, F., Evangelisti, L., Franco Gensini, G., Abbate, R. & Fedi, S.
Protein Z is not synthesized by human umbilical vein endothelial cells. Thromb
Res, 2006; 118, 545-546.

Fujimaki K, Yamazaki T, Taniwaki M, et al. The gene for human protein Z is
localized to chromosome 13 at band q34 and is coded by eight regular exons and

one alternative exon. Biochemistry 1998; 37:6838—6846.

Miletich JP, Broze GJ Jr. Human plasma protein Z antigen: range in normal
subjects and effect of warfarine therapy. Blood 1987; 69: 1580-1586.

McDonald JF, Shah AM, Schwalbe RA, et al. Comparison of naturally occurring
vitamin K-dependent proteins: correlation of amino acid sequences and
membrane binding properties suggests a membrane contact site. Biochemistry
1997; 36: 5120-5127.



Bibliografia

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Heojrup P, Jensen MS, Petersen TE. Amino acid sequence of bovine protein Z: a

vitamin K-dependent serine protease homolog. FEBS Lett 1985; 184: 333—-338.

Persson E, Stenflo J. Comparison of the Ca2+ binding properties of the gamma-
carboxyglutamic acidcontaining module of protein Z in the intact protein and in
N-terminal fragments. FEBS Lett 1992; 314: 5-9.

Sejima H, Hayashi T, Deyashiki Y, et al. Primary structure of vitamin K-dependent
human protein Z. Biochem Biophys Res Commun 1990; 171: 661-668.

Ichinose A, Takeya H, Espling E, et al. Amino acid sequence of human protein
Z, a vitamin K-dependent plasma glycoprotein. Biochem Biophys Res Commun
1990; 172: 1139-1144.

Hogg PJ, Stenflo J. Interaction of vitamin K-dependent protein Z with thrombin.
Consequences for the amidolytic activity of thrombin and the interaction of
thrombin with phospholipids vesicles. J Biol Chem 1991; 266: 10953—-10958.

Kemkes-Matthes, B. & Matthes, K.J. Protein Z deficiency: a new cause of
bleeding tendency. Thromb Res, 1995; 79, 49-55.

Ravi, S., Mauron, T., Lammle, B. & Wuillemin, W.A. Protein Z in healthy human
individuals and in patients with a bleeding tendency. Br J Haematol 1998, 102,
1219-1223.

Rohl K, Jager D, Barth J. Protein-Z-deficiency as a rare case of unexpected

perioperative bleeding in a patient with spinal cord injury. Spinal Cord 2006.

Greten, J., Kemkes-Matthes, B. & Nawroth, P.P. Prothrombin complex concentrate
contains protein Z and prevents bleeding in a patient with protein Z deficiency.
Thromb Haemost, 1995; 74, 992-993.

Hogg, P.J. & Stenflo, J. Interaction of human protein Z with thrombin: evaluation
of the species difference in the interaction between bovine and human protein Z

and thrombin. Biochem Biophys Res Commun, 1991; 178, 801-807.

Gamba, G., Bertolino, G., Montani, N., Spedini, P. & Balduini, C.L. Bleeding
tendency of unknown origin and protein Z levels. Thromb Res, 1998; 90,
291-295.

81



Bibliografia

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

82

Han X, Huang ZF, Fiehler R, et al. The protein Z-dependent protease inhibitor is
a serpin. Biochemistry 1999; 38: 11073—-11078.

Zhang, J. & Broze, Jr G.J. (2001) Mouse protein Z-dependent protease inhibitor
c¢DNA. Thromb Haemost, 85, 861-865.

Han X, Fiehler R, Broze GJ Jr. Characterization of the protein Z-dependent
protease inhibitor. Blood 2000; 96: 3049-3055.

Tabatabai A, Fiehler R, Broze GJ Jr . Protein Z circulates in plasma in a complex
with protein Z-dependent protease inhibitor. Thromb Haemost 2001; 85:655—
660.

A.R. Rezaie, J.S.J.S. Bae, C. Manithody, S.H. Qureshi, L. Yang, Protein
Z-dependent protease inhibitor binds to the C-terminal domain of protein Z, J.
Biol. Chem. 2008; 283:19922-19926.

Wei Z, Yan Y, Carrell RW, Zhou A.Crystal structure of protein Z-dependent
inhibitor complex shows how protein Z functions as a cofactor in the membrane
inhibition of factor X. Blood. 2009 Oct 22; 114(17):3662-7.

Huang X, Yan Y, Tu Y, Gatti J, Broze GJ Jr, Zhou A, Olson ST. Structural basis
for catalytic activation of protein Z-dependent protease inhibitor (ZPI) by protein
Z. Blood. 2012 Aug 23; 120(8):1726-33.

Qureshi SH, Lu Q, Manithody C, Yang L, Rezaie AR. Characterization of the
protein Z-dependent protease inhibitor interactive-sites of protein Z. Biochim
Biophys Acta. 2014 Sep; 1844(9):1631-7.

Huang X, Dementiev A, Olson ST, Gettins PG. Basis for the specificity and
activation of the serpin protein Z-dependent proteinase inhibitor (ZPI) as

an inhibitor of membrane-associated factor Xa. J Biol Chem. 2010 Jun 25;
285(26):20399-20409.

Rezaie, A.R. Calcium enhances heparin catalysis of the antithrombin-factor Xa
reaction by a template mechanism. Evidence that calcium alleviates Gla domain
antagonism of heparin binding to factor Xa. J Biol Chem 1998; 273: 16824—
16827.



Bibliografia

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Heeb MJ, Cabral KM, Ruan L. Down-regulation of factor [Xa in the factor Xase
complex by protein Z-dependent protease inhibitor. J Biol Chem 2005 Oct 7;
280(40):33819-25.

Gacka MA, Matecki R, Adamiec R. Participation of protein Z-dependent
protease inhibitor and protein Z system in the pathomechanism of thrombotic

complications. Int J Angiol. 2010 Winter; 19(4):e120-5.

Corral J, Gonzales-Conejero R, Hernandez-Espinosa D, Vicente V. Protein Z/Z-
dependent protease inhibitor (PZ/ZPI) anticoagulant system and thrombosis. Br
J Haematol 2007; 137:99-108.

Rau JC, Beaulieu LM, Huntington JA, Church FC. Serpins in thrombosis,
hemostasis and fibrinolysis. J Thromb Haemost 2007; 5(Suppl 1):102-15.

Becker R. The importance of factor Xa regulatory pathways in vascular

thromboresistance: Focus on protein Z. J Thromb Thrombolysis 2005; 19:135-7.
Broze GJ. Protein-Z and thrombosis. Lancet 2001; 357:600-1.

Konstantinides, S., Schafer, K., Thinnes, T. & Loskutoff, D.J. Plasminogen
activator inhibitor-1 and its cofactor vitronectin stabilize arterial thrombi after

vascular injury in mice. Circulation; 2001; 103: 576-583.

Huang X, Rezaie AR, Broze GJ Jr, Olson ST. Heparin is a major activator of the
anticoagulant serpin, protein Z-dependent protease inhibitor. J Biol Chem. 2011
Mar 18;286(11):8740-51.

Huang X, Swanson R, Broze GJ Jr, Olson ST. Kinetic characterization of the
protein Z-dependent protease inhibitor reaction with blood coagulation factor
Xa. J Biol Chem. 2008 Oct 31; 283(44):29770-83.

Yurdakok M, Giirakan B, Ozbag E, et al. Plasma protein Z levels in healthy
newborn infants. Am J Hematol 1995; 48: 206-207.

Santacroce R, Cappucci F, Di Perna P, et al. Protein Z gene polymorphisms are

associated with protein Z plasma levels. ] Thromb Haemost 2004; 2: 1197-1199.

Vasse M, Guegan-Massardier E, Borg JY, Woimant F, Soria C. Frequency of
protein Z deficiency in patients with ischaemic stroke. Lancet 2001;357:933-4.

83



Bibliografia

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

84

Van Goor MP, Dippel DW, Jie KS, de Maat MP, Koudstaal PJ, Leebeek FW. Low
protein Z levels but not the protein Z gene G79A polymorphism are a risk factor
for ischemic stroke. Thromb Res 2008;123:213-8.

Martinelli I, Razzari C, Biguzzi E, Bucciarelli P, Mannucci PM. Low levels

of protein Z and the risk of venous thromboembolism. J Thromb Haemost
2005;3:2817-9.

Santacroce R, Sarno M, Cappucci F, et al. Low protein Z levels and risk of
occurrence of deep vein thrombosis. J Thromb Haemost 2006; 4: 2417-2422.

McQuillan AM, Eikelboom JW, Hankey GJ, et al.Protein Z in ischemic stroke
and its etiologic subtypes. Stroke 2003; 34: 2415-2419.

Steffano B, Forastiero R, Martinuzzo M, et al. Low plasma protein Z levels
in patients with antiphospholipid antibodies. Blood Coagul Fibrinolysis 2001;
12:411-412.

Vasse M. Protein Z, a protein seeking a pathology. Thromb Haemost. 2008
Oct;100(4):548-56.

Refaai MA, Ahn C, Lu L, et al. Protein Z and ZPI levels and cardiovascular
events. J Thromb Haemost 2006; 4: 1628—1629.

Sugawara H, Iwata H, Souri M, et al. Regulation of human protein Z gene
expression by liver-enriched transcription factor HNF-4alpha and ubiquitous
factor Spl. J Thromb Haemost 2007; 5: 2250-2258.

Rice GI, Futers TS, Grant PJ. Identification of novel polymorphisms within the
protein Z gene, haplotype distribution and linkage analysis. Thromb Haemost
2001; 85: 1123—-1124.

Lichy C, Kropp S, Dong-Si T, et al. A common polymorphism of the protein Z
gene is associated with protein Z plasma levels and with risk of cerebral ischemia
in the young. Stroke 2004; 35: 40—45.

Staton J, Sayer M, Hankey GJ, et al. Protein Z gene polymorphisms, protein Z
concentrations, and ischemic stroke. Stroke 2005; 36: 1123-1127.

Souri M, Koseki-Kuno S, Iwata H, et al. A naturally occurring E30Q mutation



Bibliografia

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

in the Gla domain of protein Z causes its impaired secretion and subsequent
deficiency. Blood 2005; 105: 3149-3154.

Iwata H, Souri M, Kemkes-Matthes B, et al. An additional Glu30Lys substitution
in the Gla domain of the protein Z gene is not a common polymorphism but a

rare mutation, which would cause its deficiency. J Thromb Haemost 2005; 3:

2360-2361.

Kemkes-Matthes B, Matthes KJ. Protein Z, a new haemostatic factor, in liver
diseases. Haemostasis 1995; 25: 312-316.

McColl MD, Deans A, Maclean P, Tait RC, Greer IA, Walker ID. Plasma protein
Z deficiency is common in women with antiphospholipid antibodies. Br J
Haematol. 2003 Mar;120(5):913-4.

Malyszko J, Skrzydlewska E, Malyszko JS, et al.Protein Z, a vitamin K-dependent
protein in patients with renal failure. J Thromb Haemost 2003; 1: 195-196.

Koutroubakis IE, Theodoropoulou A, Sfiridaki A, Kouroumalis EA. Low plasma
protein Z levels in patients with ischemic colitis. Dig Dis Sci 2003;48:1673-6.

Del Vecchio GC, Nigro A, Giordano P, et al. Plasma protein Z and protein C
inhibitors and their role in hypercoagulability of thalassemia. Acta Haematol
2007; 118: 136-140.

Undar L, Karadogan I, Oztiirk F. Plasma protein Z levels inversely correlate with
plasma interleukin-6 levels in patients with acute leukemia and non-Hodgkin’s
lymphoma. Thromb Res 1999; 94: 131-134.

Fedi S, Sofi F, Brogi D, et al. Low protein Z plasma levels are independently
associated with acute coronary syndromes. Thromb Haemost 2003; 90: 1173—
1178.

Cesari F, Gori AM, Fedi S, et al. Modifications of protein Z and interleukin-6
during the acute phase of coronary artery disease. Blood Coagul Fibrinolysis
2007; 18: 85-86.

Vasse M, Denoyelle C, Legrand E, et al. Weak regulation of protein Z biosynthesis
by inflammatory cytokines. Thromb Haemost 2002; 87: 350-351.

85



Bibliografia

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

86

Girard TJ, Lasky NM, Tuley EA, Broze GJ Jr Protein Z, protein Z-dependent
protease inhibitor (serpinA10), and the acute-phase response. ] Thromb Haemost.
2013 Feb;11(2):375-8.

Al-Shangeeti A, van Hylckama Vlieg A, Berntorp E, et al. Protein Z and protein
Z-dependent protease inhibitor. Determinants of levels and risk of venous
thrombosis. Thromb Haemost 2005; 93: 411-413.

Heeb MJ, Paganini-Hill A, Griffin JH, et al. Low protein Z levels and risk of
ischemic stroke: differences by diabetic status and gender. Blood Cells Mol Dis
2002; 29: 139-144.

Quack Loetscher KC, Stiller R, Roos M, et al. Protein Z in normal pregnancy.
Thromb Haemost 2005; 93:706—709.

Paidas MJ, Ku DH, Lee MJ, et al. Protein Z, protein S levels are lower in patients
with thrombophilia and subsequent pregnancy complications. J Thromb Haemost
2005; 3: 497-501.

Bretelle F, Arnoux D, Shojai R, et al. Protein Z in patients with pregnancy
complications. Am J Obstet Gynecol 2005; 193: 1698—1702.

Sofi F, Cesari F, Tu Y, Pratesi G, Pulli R, Pratesi C, Gensini GF, Abbate R, Fedi
S, Broze GJ Jr. Protein Z dependent protease inhibitor and protein Z in peripheral
arterial disease. J Thromb Haemost. 2009 May;7(5):731-5.

Yin, Z.F., Huang, Z.F., Cui, J., Fiehler, R., Lasky, N., Ginsburg, D. & Broze, Jr,
G.J. Prothrombotic phenotype of protein Z deficiency. Proc Natl Acad Sci U S A
2000; 97:6734-6738.

Zhang J, TuY, LuL, Lasky N, Broze GJ Jr. Protein Z-dependent protease inhibitor
deficiency produces a more severe murine phenotype than protein Z deficiency.
Blood. 2008;111(10):4973-4978.

Butschkau A, Nagel P, Grambow E, Zechner D, Broze GJ Jr, Vollmar
B.Contribution of protein Z and protein Z-dependent protease inhibitor in
generalized Shwartzman reaction. Crit Care Med. 2013 Dec;41(12):447-56.

Kobelt K, Biasiutti FD, Mattle HP, et al. Protein Z in ischaemic stroke. Br J
Haematol 2001; 114: 169-173.



Bibliografia

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Sofi F, Cesari F, Marcucci R, et al. Protein Z levels and prognosis in patients with
acute coronary syndromes. Clin Chem Lab Med 2006; 44: 1098—1102.

Ayoub, N., Esposito, G., Barete, S., Soria, C., Piette, J.C. & Frances, C. Protein
Z deficiency in antiphospholipid-negative Sneddon’s syndrome. Stroke 2004;
35:1329-1332.

Lopaciuk S, Bykowska K, Kwiecinski H, et al. Protein Z in young survivors of

ischemic stroke. Thromb Haemost 2002; 88: 536.

Morange PE, Juhan-Vague I; PRIME Study Group. Protein Z plasma levels
are not associated with the risk of coronary heart disease: the PRIME Study. J
Thromb Haemost 2004; 2: 2050-2051.

Obach V, Muiioz X, Sala N, et al. Intronic ¢.573 + 79G>A polymorphism of
protein Z gene in haemorrhagic and ischaemic stroke. Thromb Haemost 2006;
95: 1040-1041.

Cesari F, Fatini C, Sticchi E, et al. Protein Z gene polymorphisms (intron F
79 G>A; —13 A>QG) are not associated with acute coronary syndromes. Thromb
Haemost 2006; 96: 98—-99.

Kemkes-Matthes, B., Nees, M., Kuhnel, G., Matzdorff, A. & Matthes, K.J.
Protein Z influences the prothrombotic phenotype in factor V Leiden patients.
Thrombosis Research, 2002; 106: 183—185.

Ichinose, A., Souri, M., Okumura, T., Fijimaki, K., Yamazaki, T., Taniwaki, M.
& Kemkes-Matthes, B. Characterization of the gene for human protein Z. Annals
of Hematology, 2000; 79(I), A14.

Kemkes-Matthes B, Matthes KJ, Souri M, et al. R255h amino acid substitution
of protein Z identified in patients with factor V Leiden mutation. Br J Haematol
2005; 128: 248-252.

Water, N, Tan, T, Ashton, F, O’Grady, A, Day, T, Browett, P, Ockelford, P &
Harper, P. Mutations within the protein Z dependent protease inhibitor gene are
associated with venous thromboembolic disease: a new form of thrombophilia.
Br J Haematol. 2004; 127: 190-194.

87



Bibliografia

88.

9.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

88

Corral, J., Gonzalez-Conejero, R., Soria, J.M., Gonzalez-Porras, J.R., Perez-
Ceballos, E., Lecumberri, R., Roldan, V., Souto, J.C., Minano, A., Hernandez-
Espinosa, D., Alberca, 1., Fontcuberta, J. & Vicente, V. A nonsense polymorphism
in the protein Z-dependent protease inhibitor increases the risk for venous
thrombosis. Blood. 2006; 108: 177—-183.

Gonzalez-Conejero, R., Perez-Ceballos, E., Vicente, V. & Corral, J. Protein
Z-dependent protease inhibitor W303X mutation in venous thrombosis. Br J
Haematol. 2005; 129: 561-562.

Razzari, C., Martinelli, ., Bucciarelli, P., Viscardi, Y. & Biguzzi, E.
Polymorphisms of the protein Z-dependent protease inhibitor (ZPI) gene and the
risk of venous thromboembolism. Thromb Haemost. 2006; 95: 909-910.

Gris, J.C., Quere, 1., Dechaud, H., Mercier, E., Pincon, C., Hoffet, M., Vasse, M.
& Mares, P. High frequency of protein Z deficiency in patients with unexplained
early fetal loss. Blood. 2002; 99: 2606—-2608.

Bretelle, F., Arnoux, D., Shojai, R., D’Ercole, C., Sampol, J., Dignat, F. &
Camoin-Jau, L. Protein Z in patients with pregnancy complications. Am J Obstet
Gynecol. 2005; 193: 1698-1702.

Paidas, M.J., Ku, D.H., Lee, M.J., Manish, S., Thurston, A., Lockwood, C.J. &
Arkel, Y.S. Protein Z, protein S levels are lower in patients with thrombophilia

and subsequent pregnancy complications. J Thromb Haemost. 2005; 3:
497-501.

Erez O, Hoppensteadt D, Romero R, Espinoza J, Goncalves L, Nien JK,
Kusanovic JP, Fareed J, Gotsch F, Pineles B, Chaiworapongsa T. Preeclampsia is
associated with low concentrations of protein Z. J] Matern Fetal Neonatal Med.
2007 Sep;20(9):661-7.

Grandone, E., Colaizzo, D., Cappucci, F., Cocomazzi, N. & Margaglione,M.
Protein Z levels and unexplained fetal losses. Fertility and Sterility. 2004; 82:
982-983.

Gris, J.C., Amadio, C., Mercier, E., Lavigne-Lissalde, G., Dechaud, H., Hoffet,
M., Quere, ., Amiral, J., Dauzat, M. & Mares, P. Anti-protein Z antibodies in



Bibliografia

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

women with pathologic pregnancies. Blood. 2003; 101: 4850—4852.

Dorner T, Hoppe B, Salama A, Pruss A, Kiesewetter H. Antibodies against
protein Z and fetal loss: current perspectives. Clin Exp Med. 2005 Jul;5(2):50-4.

Pardos-Gea J, Ordi-Ros J, Serrano S, Balada E, Nicolau I, Vilardell M. Protein
Z levels and anti-protein Z antibodies in patients with arterial and venous
thrombosis. Thromb Res 2008;121(6):727-34.

Cifkova R, Erdine S, Fagard R, Farsang C, Heagerty AM, Kiowski W, Kjeldsen
S, Liischer T, Mallion JM, Mancia G, Poulter N, Rahn KH, Rodicio JL, Ruilope
LM, van Zwieten P, Waeber B, Williams B, Zanchetti A. Practice guidelines
for primary care physicians: 2003 ESH/ESC hypertension guidelines. ESH/ESC
Hypertension Guidelines Committee. J Hypertens. 2003 Oct;21(10):1779-86.

Report of the expert committee on the diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus. Diabetes Care. 2003 Jan;26 Suppl 1:S5-20.

Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel III) final report. National Cholesterol Education
Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High
Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel III). Circulation. 2002 Dec
17;106(25):3143-421

PW. Wilson, D’Agostino, R.B., Levy, D., Belanger, A.M., Silbershatz, H.,
Kannel, WB. Prediction of coronary heart disease using risk factor categories.
Circulation 1997 (18): 1837-1847.

Khan TH, Farooqui FA, Niazi K. Critical review of the ankle Brachial Index.
Current Cardiology Reviews 2008, 4: 101-106.

Heit JA. Predicting the risk of venous thromboembolism recurrence. Am J
Hematol 2012 May; 87 (Suppl 1): S63-S67.

Sofi F, Cesari F, Abbate R, Gensini GF, Broze Jr G, Fedi S. A meta-analysis
of potential risks of low levels of protein Z for diseases related to vascular
thrombosis. Thromb Haemost 2010 April; 103(4):749-756.

89



Bibliografia

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

90

Sofi F, Cesari F, Vigiani S, et al. Protein Z levels in different phases of activity
of coronary atherosclerosis. J Thromb Haemost. 2005; 3:2254-2258.

Koren-Michowitz M, Eting E, Rahimi-Levene N, et al. Protein Z levels and

central retinal vein or artery occlusion. Eur J Haematol 2005; 75: 401-405.

Sofi F, Cesari F, Pratesi G, et al. Low protein Z levels in patients with peripheral
arterial disease. Thromb Haemost. 2007; 89:1114-1117.

Grandone E, Favuzzi G, De Stefano V, et al. Protein Z g-42a variant and the risk
of pregnancy related venous thromboembolism in a cohort of Italian patients.
Thromb Res. 2009; 123:848-850.

Le Cam-Duchez V, Barbay V, Bal dit Sollier C, Drouet L, Coudert M, Soria C,
Borg JY. Haplotypic or genotypic combinations of three protein Z polymorphisms
influence protein Z plasma level. Thromb Haemost 2009; 101:212-214.

Le Cam-Duchez V, Soria C, Dit Sollier CB, Borg JY, Coudert M, Montalescot
G, Esposito G, Drouet L, Collet P. Rare genotypes of protein Z gene area a

risk factor for premature myocardial infarction but not protein Z plasma level.
Thromb Haemost 2009 Jul; 102(1):131-6.

Le Cam-Duchez V, Bagan-Triquenot A, Barbay V, Mihout b, Borg JY. The G79A
polymorphism of protein Z gene is an independent risk factor for cerebral venous
thrombosis. J Neurol 2008 Oct;255 (10):1521-5.

Nowak-Gottl U, Frohlich B, thedieck S, huge A, Stoll M. Association of the protein
Z ATG haplotype with symptomatic nonvascular stroke or thromboembolism in
white children: a family-based cohort study. Blood 2009 Mar 5; 113 (10):2336-41.

Mahdi N, Abu-Hijleh TM, Abu-Hijleh FM, Sater MS, Al-Ola K, Almawi WY.
Protein Z polymorphisms associated with vaso-occlusive crisis in young sickle
cell disease patients. Ann Hematol 2012 Aug; 91(8):1215-20.

Choi Q, Hong KH, Kim JE, Kim HK. Changes in plasma levels of natural
anticoagulants in disseminated intravascular coagulation: high prognostic value
of antithrombin and protein C in patients with underlying sepsis or severe
infection. Ann Lab Med. 2014 Mar;34(2):85-91.



Bibliografia

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Greten J, Kreis I, Liliensiek B, Allenberg J, Amiral J, Ziegler R et al. Localisation
of protein Z in vascular lesions of patients with aterosclerosis Vasa 1998; 27(3):
144-8.

Newmann AB, Shemanski L , Manolio TA et al. Ankle-arm index as a predictor
of cardiovascular disease and mortality in the Cardiovascular Health Study
Arterioscler Thromb Vasc Bio 1999; 19:538-45.

Zheng ZJ, Sharrett AR, Chambless LE et al. Association of ankle-brachial index
with clinical coronary heart disease, stroke and preclinical carotid and popliteal
atherosclerosis: the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study.
Atherosclerosis 1997; 131:115-25.

Spronk HMH, Van der Voort D, ten Cate H. Blood coagulation and the risk of
atherothrombosis: a complex relationship. Thromb J 2004 Dic 1; 2(1):12.

Boekholdt SM, Kramer MH. Arterial thrombosis and the role of thrombophilia.
Semin Thromb Hemost. 2007 Sep;33(6):588-96.

Cannegieter SC, Van Hylckama Vlieg A. Venous thrombosis: understanding the
paradoxes of recurrence. J Thromb Haemost 2013; 11 (Suppl. 1): 161-9.

Hackeng TM, Vant Veer C, Meijers JC, Bouma BN. Human protein S inhibits
prothrombinase complex activity on endothelial cells and platelets via direct
interactions with factors Va and Xa. J Biol Chem 1994; 269:21051.

Merati G, Biguzzi F, Oganesyan N, et al. A 23 bp insertion in the endothelial
protein C receptor (EPCR) gene in patients with myocardial infarction and deep

vein thrombosis. Thromb Haemost 1999; 507.

Medina P, Navarro S, Estellés A, Vaya A, Woodhams B, Mira Y, Villa P,
Migaud-Fressart M, Ferrando F, Aznar J, Bertina RM, Espafnia F. Contribution
of polymorphisms inendothelial protein C receptor gene to soluble endothelial
protein C receptor and circulating activated protein C levels, and thrombotic
risk. Thromb Haemost. 2004 May; 91(5):905-11.

DennisJ, Johnson CY,AdediranAS, de Andrade M, Heit JA, Morange PE, Trégouét
DA, Gagnon F. The endothelial protein C receptor (PROCR) Ser219Gly variant

91



Bibliografia

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

92

and risk of common thrombotic disorders: a HuGE review and meta-analysis of
evidence from observational studies. Blood. 2012 Mar 8;119(10):2392-400.

Anastasiou G, Politou M, Rallidis L, Grouzi E, Karakitsos P, Merkouri E,
Travlou A, Gialeraki A. Endothelial Protein C Receptor Gene Variants and Risk
of Thrombosis. Clin Appl Thromb Hemost. 2014 Aug: 13.

Van der Velden PA, Krommenhoek-Van Es T, Allaart CF, bertina RM, Reistma
PH. A frequent thrombomodulin amino acid diamorphism is not associated with
thrombophilia. Thromb Haemost 1991; 65:511.

Heit JA, Petterson TM, Owen WG, Burke JP, DE Andrade M, Melton LJ 3rd.
Thrombomodulin gene polymorphisms or haplotypes as potential risk factors
for venous thromboembolism: a population-based case-control study J Thromb
Haemost. 2005 Apr;3(4):710-7.

Anastasiou G, Gialeraki A, Merkouri E, Politou M, Travlou A. Thrombomodulin
as a regulator of the anticoagulant pathway: implication in the development of
thrombosis. Blood Coagul Fibrinolysis. 2012 Jan;23(1):1-10.

Sailer T, Vormittag R, Koder S, Quehenberger P, Kaider A, Pabinger I. Clinical
significance of anti-protein Z antibodies in patients with lupus anticoagulant.
Thromb Res. 2008;122(2):153-60.

Forastiero RR, Martinuzzo ME, Lu L, Broze GJ. Autoimmune antiphospholipid
antibodies impair the inhibition of activated factor X by protein Z/protein

Z-dependent protease inhibitor. ] Thromb Haemost. 2003 Aug;1(8):1764-70.

Steffano B, Forastiero R, Martinuzzo M, Kordich L. Low plasma protein Z
levels in patients with antiphospholipid antibodies.. Blood Coagul Fibrinolysis.
2001 Jul;12(5):411-2.

Ayoub N, Esposito G, Barete S, Soria C, Piette JC, Frances C. Protein Z deficiency
in antiphospholipid-negative Sneddon’s syndrome. Stroke. 2004 Jun;35(6):1329-32.

Oztiirk MA, Ozbalkan Z, Onat AM, Ertenli I, Kiraz S, Aytemir K, Ureten K, Abali
G, Calgiineri M, Kirazli S, Haznedaroglu IC. Decreased protein Z concentrations
complicating the hypercoagulable state of Behget’s disease. Clin Appl Thromb
Hemost. 2003 Jul;9(3):259-63.



Bibliografia

135.

136.

137.

138.

Ghinoi A, Boiardi L, Atzeni F, Casali B, Farnetti E, Nicoli D, Pipitone N, Olivieri
I, Cantini F, Salvi F, La Corte R, Triolo G, Filippini D, Paolazzi G, Salvarani

C.. Protein Z G79A and A-13G gene polymorphisms in Italian patients with
Behget’s disease. Clin Exp Rheumatol. 2009 Mar-Apr;27(2 Suppl 53):S23-8

Demir HD, Yal¢cindag FN, Oztiirk A, Akar N Intron F G79A polymorphism
of the protein Z gene in Turkish Behget patients. Curr Eye Res. 2012 Jul;
37(7):630-2.

Erez O, Romero R, Vaisbuch E, Mazaki-Tovi S, Kusanovic JP, Chaiworapongsa
T, Than NG, Gotsch F, Kim CJ, Mittal P, Edwin S, Pacora P, Kim SK, Yeo
L,Mazor M, Hassan SS. Maternal anti-protein Z antibodies in pregnancies
complicated by pre-eclampsia, SGA and fetal death. ] Matern Fetal Neonatal
Med. 2009 Aug;22(8):662-71.

Sater MS, Finan RR, Al-Hammad SA, Mohammed FA, Issa AA, Almawi WY.
High Frequency of anti-protein Z IgM and IgG autoantibodies in women with
idiopathic recurrent spontaneous miscarriage. Am J Reprod Immunol. 2011
May;65(5):526-31.

93



Anexos

ANEXO 1.

Trabajos derivados de la cohorte de estudio general para PZ y Anti-PZ.
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Anexos

ANEXO 2.

Esquema de seleccion de pacientes para la tesis.
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ANEXO 3.

Esquema de disefio del estudio de tesis.
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