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DESCRIPCION
SNP asociados a enfermedad tromboembdlica
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las enfermedades o trastornos tromboembdlicos. Mas especificamente,
se refiere a marcadores y procedimientos para determinar si un sujeto, particularmente un sujeto humano, esta en
riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno tromboembdlico, desarrollar un evento tromboembdlico, padecer
una enfermedad o trastorno tromboembdlico o experimentar una complicaciéon de una enfermedad tromboembodlica.

ANTECEDENTES TECNICOS

La enfermedad tromboembodlica es la causa principal de morbilidad y mortalidad en el mundo desarrollado (America
Heart Association 2010. Circulation 2010; 121: e46-e215). La trombosis arterial es la causa subyacente mas comun
de infarto de miocardio agudo, accidentes cerebrovasculares no hemorragicos y enfermedad vascular periférica. Las
manifestaciones patolégicas de tromboembolia venosa (TEV) incluyen en gran medida trombosis venosa profunda
(TVP) y embolia pulmonar (EP). Aunque los eventos tromboembdlicos arteriales son la causa principal de muerte e
incapacidad, la enfermedad venosa desempefia también un papel importante. La TEV tiene lugar por primera vez en
100 de cada 100.000 personas cada afio en los Estados Unidos (America Heart Association 2010. Circulation
2010:121:e46-e215). Aproximadamente un tercio de los pacientes con TEV sintomatica manifiestan EP, mientras
que dos tercios manifiestan TEV sola (America Heart Association 2010. Circulation 2010; 121: e46-e215).
Aproximadamente un tercio de los pacientes con TEV sintomatica manifiesta EP, mientras que dos tercios
manifiestan TEV sola (America Heart Association 2010. Circulation 2010; 121: e46-e215). La EP es la causa mas
comun de muerte hospitalaria prevenible, que da cuenta de 60.000 muertes anualmente en Estados Unidos
(Anderson FA. Arch. Intern. Med. 1991: 151: 933-8, Spencer FA. Arch. Inter. Med. 168: 425-430).

Los libros de texto médicos y los estudios epidemioldgicos consideran caracteristicamente a la enfermedad
tromboembodlica arterial y venosa como entidades distintas, cada una con su propia base fisiopatoldgica, factores de
riesgo unicos y distintos regimenes terapéuticos (Bauer KA. Hematology Am. Soc. Hematol. Educ. Program 2002;
353-368). Los coagulos arteriales tienen lugar tipicamente en un vaso dafado y la causa mas comun de dafio
vascular en el sistema arterial es la enfermedad vascular aterosclerética (EVA) (Lane DE 2000. Thromb. Haemost.
2000; 76: 651-62). Los factores de riesgo de trombosis arterial se consideran por lo tanto los mismos que aquellos
para EVA. Los coagulos arteriales tienen lugar en un entorno de alto flujo y alta cizalladura y estos coagulos,
también llamados coagulos blancos, son ricos en plaquetas. La prevencion y tratamiento de la trombosis arterial esta
a menudo dirigida a la inhibicién de plaquetas. Aunque el dafio vascular puede promover la formacién de coagulos
venosos, los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de coagulos venosos son estasis y cambios en la
composicion sanguinea (trombofilia) (Lane DE 2000. Thromb. Haemost. 2000; 76: 651-62). Los coagulos venosos
tienen lugar en un sistema de bajo flujo, son ricos en fibrina que se enmarafia con los eritrocitos y se hace referencia
a ellos como coagulos rojos. La inhibicion de la formacion de fibrina es el pilar de la prevencion y el tratamiento de la
trombosis venosa. A menudo se resefa que los factores de riesgo para trombosis arterial y venosa difieren en gran
medida (Bauer KA. Hematology Am. Soc. Hemato. Educ. Program 2002; 353-368).

Sin embargo, estudios recientes han demostrado una estrecha asociacion entre trombosis arterial y venosa a una
variedad de niveles. Especificamente, se ha mostrado que:

1) la trombosis arterial y venosa comparten factores de riesgo comunes (Doggen CJM Arteroscler. Thromb.
Vasc. Biol. 2004; 24: 1970-5., Goldhaber SZ en: Bloom AL, Forbes CD, Thomas DP, Tuddenham EGD, eds.
“Hemostasis and Thrombosis”. Nueva York: Churchill and Livingstone: 1997; 1327-1333),

2) Los individuos que padecen tromboembolia venosa idiopatica tienen un riesgo notablemente aumentado de
padecer un evento cardiovascular significativo (Becattini C. European Heart Journal 2005; 26: 77-83),

3) los individuos que padecen tromboembolia venosa idiopatica tienen una incidencia aumentada de
enfermedad vascular ateroscleroética (Becattini C. European Heart Journal 2005; 26: 77-83.) y

4) aquellos que padecen tromboembolia venosa idiopatica tienen una incidencia significativamente mayor de
sindrome metabdlico (Ageno W. J. Thromb. Haemost. 2006; 4: 1914-8).

Los factores de riesgo que se han resefiado como comunes a ambas trombosis arterial y venosa y que representan
un peligro significativo para el desarrollo de cada entidad incluyen aumento de peso y edad, tabaquismo, exposicion
a estrogenos y presencia de diabetes. Se ha mostrado también que los niveles altos de colesterol HDL estan
asociados a un riesgo reducido de trombosis venosa, mientras que los niveles elevados de triglicéridos y/o colesterol
total expresan un riesgo aumentado. Otros factores de riesgo que se ha resefiado que son comunes tanto a
trombosis arterial como venosa incluyen la presencia de anticuerpos antifosfolipidos, disfibrinogenemia,
hiperhomocisteinemia y niveles elevados de fibrindgeno, lipoproteina (a) y factor VIII.

Una de las evidencias mas sdlidas a favor de un nexo entre trombosis arterial y venosa es el estudio de analisis
genético de la trombofilia idiopatica (GAIT) (Souto JC. Am. J. Hum. Genet. 2000: 67: 1452-1459). Este estudio
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basado en familias de la genética de la trombosis en una poblacion espafiola se inicid para determinar la
heredabilidad de la trombosis. Se evaluaron 328 individuos en 21 linajes extendidos usando una adaptacion
informatizada novedosa de un modelo de umbral multivariante. Los autores concluyeron que mas de un 60 % de la
variaciéon en la propension a trombosis comun es atribuible a factores genéticos. Lo que hace a este estudio
inhabitual es que se incluyeron en el analisis tanto eventos tromboembdlicos venosos como arteriales. Cuando se
analizaron conjuntamente las trombosis venosa y arterial, las trombosis arterial y venosa estaban altamente
relacionadas genéticamente. Es decir, muchos de los mismos genes estan implicados en la patogénesis de la
enfermedad arterial y venosa.

Existen también estudios (Doggen CJM, Smith NL, Lamahre RN, et al. Arteros Thromb. Vasc. Biol. 2004; 24: 1970-5;
Becattini E. European Heart Journal 2005; 26: 77-83; Ageno W. J. Thromb. Haemost. 4: 1914-8) que sugieren que
las trombosis arterial y venosa representan diferentes manifestaciones de la misma enfermedad y que el proceso
subyacente esta impulsado por un conjunto comun de genes.

A) Prevencion del primer episodio de tromboembolia

La trombosis sintomatica (arterial o venosa) es una enfermedad multifactorial que se manifiesta cuando una persona
con predisposicion subyacente a trombosis (trombofilia, a la que se hace referencia también como trastorno
trombofilico o sindromes hipercoagulables) se expone a factores de riesgo clinicos.

La valoraciéon de la presencia de trombofilia no esta limitada Unicamente a los andlisis de laboratorio, sino que
empieza con un historial detallado y un examen fisico. La indagacion detallada de los sintomas y signos de factores
de riesgo adquiridos (enfermedades coexistentes, exposicion a medicacion y circunstancias clinicas) que estan
asociadas a la trombosis son una parte importante de la evaluacion inicial, asi como un examen fisico completo.
Ademas de un andlisis de laboratorio acertado apropiado para la edad y sintomas del paciente, la confirmacion
objetiva de tromboembolia venosa es critica.

Andlisis de laboratorio

Actualmente, no hay un solo ensayo de laboratorio global que “cribe” la presencia de trombofilia. Por tanto, los
analisis de laboratorio pueden clasificarse ampliamente como (1) analisis de laboratorio generales, (2) analisis de
coagulacion especializados y (3) analisis auxiliares para trastornos conocidos por predisponer a trastornos
trombéticos.

Analisis de coagulacion especializados

El analisis de coagulacion especial consiste en una bateria de ensayos de trombofilia complejos (basados en
proteina y ADN) para detectar la presencia de una trombofilia heredada o adquirida. Sin embargo, multiples
afecciones preanaliticas afectan a los resultados de los ensayos no basados en ADN (p.ej. anticoagulantes,
trombosis aguda, enfermedad hepatica, etc.), de modo que la interpretacion de los resultados tiene que hacerse
dentro del contexto de las circunstancias que rodean el analisis. Un factor adicional que afecta al rendimiento del
analisis es el origen étnico de la poblacion de pacientes que se esta estudiando. La prevalencia del factor V Leiden
(FVL) varia de 3 a 7 % en los blancos de ascendencia europea, pero tiene una prevalencia muy baja en individuos
de otros grupos étnicos: 0 % entre los nativos americanos/australianos y africanos, 0,16 % entre los chinos y 0,6 %
entre los individuos de Asia menor (India, Paquistan, Sri Lanka). El origen étnico es importante especialmente
cuando se analizan pocos (uno o dos) marcadores genéticos.

Factores que afectan a los resultados de analisis de coagulacién especializados basados en proteina

Efecto de la trombosis aguda

Durante un episodio trombético agudo, los niveles de antitrombina, proteina C y proteina S pueden reducirse
transitoriamente; por tanto, si no se repite el ensayo alejado del evento trombético y de la terapia anticoagulante, el
paciente puede diagnosticarse erroneamente que tiene una deficiencia congénita.

Efecto de los anticoagulantes

e Heparina. La terapia con heparina puede reducir engafiosamente los niveles de antitrombina. Aunque la
mayoria de reactivos anticoagulantes de lupus (ACL) [p.ej. tiempo de veneno de vibora de Rusell diluido
(TVVRD) y TTPA de Stadot] contienen neutralizantes de heparina que pueden neutralizar hasta 1 U/ml de
heparina, la presencia de heparina en exceso puede dar como resultado un resultado de prueba falso
positivo, que afecta a la duracion de la profilaxis secundaria. Por tanto, los resultados positivos del ensayo
de LAC efectuados con heparina deberian reconfirmarse cuando el pariente deje la heparina.

e Terapia de antagonista de vitamina K (AVK). Los niveles de proteina C y S se reducen por la terapia de
AVK (p.ej. la warfarina, puesto que son proteinas dependientes de la vitamina K). Ademas, la terapia de
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AVK puede dar como resultado un ACL falso positivo con ciertos ensayos (p.ej. TVVRD).

e Inhibidores directos de la trombina (IDT, por ejemplo argatroban, lepirudina, bivalirudina). Debido a que la
mayoria de los ensayos de actividad anticoagulante se basan en la generacion de trombina para conseguir
un criterio de valoraciéon de deteccion de puntos, la presencia de IDT interfiere con este criterio de
valoracion y retarda la formacién de puntos. Esto puede conducir a un ACL falso positivo o a niveles de
proteina C y S reducidas engafiosamente. Los resultados de los ensayos cromogénicos son probablemente
fiables.

Efecto de enfermedad hepatica

La mayoria de proteinas anticoagulantes y procoagulantes se producen en el higado. En enfermedad hepatica
avanzada, se reducen los niveles tanto de proteinas anticoagulantes como procoagulantes.

Problemas de recogida y procesamiento de muestras

En la practica, los médicos ordenantes tienen un impacto limitado sobre la recogida y procesamiento de
especimenes; sin embargo, el conocimiento de dichos efectos puede conducir a considerar repetir el analisis si los
datos son inesperados o no se ajustan al patron esperado [p.ej. cociente de resistencia a proteina C activada
(RPCA) reducido que sugiere la presencia de RPCA, aunque la prueba de FVL es negatival.

e Efecto del tipo de anticoagulante en el tubo de recogida de especimenes

Los tubos de recogida de especimenes estandares contienen 0,105-0,109 mol de citrato para resultados 6ptimos.
Los especimenes pueden recogerse inadvertidamente con acido etilendiaminotetraacético (EDTA), lo que daria
como resultado niveles de proteina engafiosamente reducidos y un cociente de RPCA reducido.

o Efecto del procesamiento de especimenes

Los especimenes deberian centrifugarse dos veces lo antes posible después de la recogida para reducir la cantidad
de plaquetas residuales al minimo. La presencia de plaquetas residuales puede dar como resultado una prueba falsa
negativa en ACL.

Riesgo molecular de enfermedad trombética

Aunque la tendencia heredada a hemorragia excesiva se atribuye a menudo a una o pocas anormalidades
genéticas, existe una amplia evidencia que sugiere que, en contraposicion, las manifestaciones clinicas de
hipercoagulabilidad son habitualmente el resultado de interacciones adversas entre multiples genes y el entorno. Por
tanto, el uso de diagndsticos moleculares para documentar marcadores de riesgo trombotico (trombofilia) probara
ser mucho mas arduo que con los trastornos hemorragicos heredados. Para complicar adicionalmente el tema, a
pesar del hecho de que con analisis apropiados puedan identificarse las mutaciones en pacientes después de un
primer episodio clinico de tromboembolia venosa, la interpretacion de estos resultados sigue siendo problematica.

Resistencia heredada a proteina C activada: factor V Leiden

Hasta 1994, la investigacion de pacientes con evidencias clinicas de hipercoagulabilidad era habitualmente
improductiva. Sin embargo, con el descubrimiento por Dahlback y Hildebrand de una forma heredada de resistencia
a los efectos proteoliticos de la proteina C activada, y el posterior hallazgo de una mutacién de aminoacido comun
en el gen del factor V por Bertina y colaboradores en Leiden, se hizo un gran avance en la valoracién de laboratorio
del riesgo trombotico.

La mutacion de Leiden sustituye una arginina por una glutamina en el residuo aminoacidico 506 del factor V, el sitio
de escision inicial para proteina C activada. La mutacién se detecta facilmente mediante una serie de enfoques
basados en PCR. Se ha documentado que entre un 2 y un 5 % de los individuos de las poblaciones occidentales son
heterocigéticos del factor V Leiden. En contraposicion, la mutacion es extremadamente rara en sujetos de
ascendencia asiatica y africana.

En algunos laboratorios, se efectia el cribado inicial de resistencia a proteina C activada usando la prolongacion del
ensayo basado en el tiempo de tromboplastina parcial activada como indicador; los pacientes de analisis positivo
(prolongacion en presencia de plasma deficiente en factor V) se evaltan posteriormente por PCR.

Cada vez mas, cuando el acceso a analisis molecular basado en PCR es rutinario, los laboratorios elegiran mas a
menudo proceder directamente a la prueba genética, ya que el resultado es definitivo y mas del 95 % de la
resistencia a proteina C activada es el resultado de esta Unica mutacion.

Las personas heterocigdticas de la mutacion del factor V Leiden tienen un riesgo relativo de trombosis venosa
aumentado aproximadamente 5 veces. Se encuentra en un 15-20 % de los pacientes que experimentan su primer
4
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episodio de trombosis venosa. El fenotipo hipercoagulable asociado al factor V Leiden muestra una penetracion
incompleta, y algunos individuos pueden no manifestar nunca un evento trombético clinico. En contraposicion con el
riesgo relativo elevado de un evento trombotico venoso inicial asociado a factor V Leiden, esta variante genética no
esta asociada a riesgos aumentados de trombosis arterial ni a la recurrencia de trombosis venosa. La co-herencia de
otros factores de riesgo trombdtico heredados o la exposicion a factores de riesgo ambientales puede potenciar
drasticamente el riesgo trombotico en portadores del factor V Leiden. Muchos médicos analizan este trastorno en
pacientes con un historial familiar de trombosis que se vayan a exponer a un factor de riesgo trombético adquirido.
Los individuos homocigoéticos de la mutacion tienen un riesgo relativo de trombosis venosa potenciado 70 veces,
indicando que este fenotipo se transmite como un rasgo codominante.

Variante de secuencia 3’ no codificante 20210 de protrombina

En 1996, Poort y colaboradores describieron una asociacion entre el polimorfismo nucleotidico G a A en posicion
20210 de la region 3’ no traducida (UTR) del gen de protrombina, niveles plasmaticos elevados de protrombina y un
riesgo potenciado de trombosis venosa. Esta sustitucion nucleotidica polimoérfica esta en el mismo extremo de 3
UTR y ejerce su efecto sobre los niveles de protrombina en estado heterocigotico. Aunque los niveles plasmaticos
de protrombina en sujetos heterocigoticos de este polimorfismo son mayores de media que en aquellos individuos
con un genotipo de protrombina normal, los niveles siguen habitualmente dentro del intervalo normal. Como
consecuencia, este polimorfismo puede evaluarse solo por analisis genético, que se consigue mediante un ensayo
basado en PCR, implicando ahora lo mas a menudo una forma de ensayo cuantitativo instantaneo.

Como con el genotipo de factor V Leiden, la prevalencia de la variante G a A 20210 de protrombina en la poblacion
general es relativamente alta con 1-5 %. Esta variante es también rara en personas de ascendencia asiatica y
africana. El estado heterocigotico esta asociado a un aumento de 2 a 4 veces del riesgo relativo de trombosis
venosa. No existe influencia sobre la recurrencia trombética venosa. La relacion de la G2010A de protrombina con la
trombosis arterial es muy discreta (CP 1,32; IC del 95 % 1,03-1,69) (Kim RJ. Am. Heart. J. 2003; 146: 948-957).

Variante de 5,10-metileno-tetrahidrofolato reductasa C671T termolabil

La tercera variante genética de alta prevalencia que se creyd inicialmente que estaba asociada a un riesgo
trombdtico elevado es la variante C a T en el nucledtido 677 (una sustitucion de alanina por valina) en el gen de
5,10-metilenotetrahidrofilato reductasa (MTHFR). Este genotipo es el resultado de la expresion de una enzima con
termolabilidad aumentada. La homocigosis de la variante esta asociada a hiperhomocisteinemia, particularmente en
presencia de deficiencia en folato. En muchas poblaciones (europeos meridionales e hispanoamericanos),
aproximadamente un 10 % de los sujetos son homocigdticos de la variante C677T, un cambio de secuencia que
puede detectarse facilmente mediante una estrategia basada en PCR. Sin embargo, después de analisis extendidos
adicionales, en contraposicion con las variantes de factor V Leiden y 20210 de protrombina, el papel del
polimorfismo C677T de MTHFR como factor de riesgo independiente para tromboembolia venosa parece menor.

B) Diagndstico de tromboembolia venosa

El analisis objetivo de la trombosis venosa profunda y la embolia pulmonar es esencial porque la valoracién clinica
sola no es fiable. El fracaso en diagnosticar tromboembolia venosa esta asociado a una alta mortalidad, mientras
que la anticoagulacion inapropiada puede conducir a complicaciones graves, incluyendo hemorragia mortal.

Diagnostico de trombosis venosa profunda

Los rasgos clinicos de la trombosis venosa profunda incluyen hinchazén localizada, eritema, dolor con la palpacion y
edema distal. Sin embargo, estos rasgos son no especificos, y aproximadamente un 85 % de los pacientes
ambulatorios con sospecha de trombosis venosa profunda tendran otra causa para sus sintomas. El diagndstico
diferencial de trombosis venosa profunda incluye

celulitis;

quiste de Baker roto;

desgarro muscular, calambres musculares, hematoma muscular;
compresion venosa externa;

tromboflebitis superficial; y

sindrome postrombético.

Venografia

La venografia es la prueba de referencia estandar para el diagndstico de trombosis venosa profunda. Tiene la
ventaja frente a otras pruebas de que puede detectar tanto trombosis venosa proximal como trombosis venosa de la
pantorrilla aislada. Sin embargo, las desventajas son que:

e esinvasiva, caray requiere experiencia en la materia; y
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e expone al paciente a los riesgos asociados a los medios de contraste, incluyendo el potencial de reaccion
alérgica o disfuncion renal.

Por estas razones, las pruebas no invasivas tales como ultrasonografia venosa y analisis de dimeros D, solas o en
combinacién con valoracion clinica, han reemplazado en gran medida a la venografia.

Ultrasonografia venosa por compresion

Este es el procedimiento no invasivo de eleccion para diagnosticar TVP. Se toman imagenes de la vena femoral
comun, vena femoral superficial, vena poplitea y venas profundas proximales de la pantorrilla instantaneamente y se
comprimen con la sonda transductora. La incapacidad de comprimir la vena totalmente es diagndstico de trombosis
venosa. La ultrasonografia venosa es altamente exacta para la deteccidon de trombosis venosa proximal con una
sensibilidad de aproximadamente un 97 %, una especificidad de aproximadamente un 94 % y un valor predictivo
negativo de aproximadamente un 98 % en pacientes sintomaticos. Si la TVP no puede excluirse por un ultrasonido
venoso proximal en combinacién con otros resultados (p.ej. baja probabilidad clinica de dimero D normal), se
efectda un ultrasonido de seguimiento después de 1 semana para comprobar la extension de la trombosis de la vena
de la pantorrilla (presente en aproximadamente un 2 % de los pacientes). Si el segundo ultrasonido es normal, el
riesgo de TEV sintomatica durante los siguientes 6 meses es menor del 2 %.

La exactitud de la ultrasonografia venosa es sustancialmente menor si sus hallazgos son disconformes con la
valoracion clinica y/o si las anormalidades estan limitadas a segmentos cortos de las venas profundas. Idealmente,
estos pacientes deberian hacerse un venograma porque el resultado del venograma diferira del ultrasonido venoso
en aproximadamente un 25 % de estos casos. Si no esta disponible una venografia, pueden ayudar a aclarar el
diagnéstico analisis adicionales (p.ej. dimero D, ultrasonografia venosa en serie) y evitar una terapia anticoagulante
inapropiada.

La ultrasonografia venosa de las venas de la pantorrilla es mas dificil de efectuar (p.ej. sensibilidad del 70 %) y su
valor es controvertido. Algunos investigadores han propuesto que deberia usarse un solo ultrasonido de compresion
completa que incluya el examen de las venas de la pantorrilla para excluir la TVP. Los estudios que usan este
procedimiento han resefiado una incidencia de TEV de un 0,5 % durante los 3 meses de seguimiento después de un
examen negativo, estableciendo que un ultrasonido venoso negativo que incluya las venas de la pantorrilla excluye
la TEV [8]. Sin embargo, este procedimiento tiene el potencial de diagnosticar la TVP de pantorrilla que se habria
lisado espontaneamente sin tratamiento procurando resultados falsos positivos, exponiendo asi a los pacientes al
riesgo de hemorragia debida a la terapia anticoagulante sin un beneficio claro.

Analisis sanguineos de dimero D

El dimero D se forma cuando se degrada la fibrina reticulada por plasmina, y los niveles son habitualmente elevados
con TVP y/o EP. Los niveles normales pueden excluir la TEV, pero los niveles elevados de dimero D son no
especificos y tienen un bajo valor predictivo positivo. Los ensayos de dimero D difieren notablemente en sus
propiedades de diagnéstico de TEV. Un resultado normal con un ensayo de dimero D muy sensible (concretamente
sensibilidad de aproximadamente un 98 %) excluye la TEV por si mismo [concretamente, tiene un alto valor
predictivo negativo (VPN)]. Sin embargo, las pruebas de dimero D muy sensibles tienen baja especificidad
(aproximadamente un 40 %), lo que limita su uso debido a las altas tasas de falsos positivos. Para excluir TVP y/o
EP, un resultado normal con un ensayo de dimero D menos sensible (concretamente de aproximadamente un 85 %)
tiene que combinarse con una baja probabilidad clinica u otra prueba objetiva que tenga un alto VPN pero no sea
diagndstica por si misma (p.ej., ultrasonido venoso negativo de las venas proximales). Ya que los ensayos de
dimero D menos sensibles son mas especificos (aproximadamente un 70 %), procuran menos resultados falsos
positivos.

La especificidad del dimero D se reduce con la edad y la comorbilidad, tal como con cancer. Consiguientemente, los
analisis con dimero D pueden tener un valor limitado como prueba de diagndstico para TEV en pacientes
hospitalizados (mas resultados falsos positivos) y no es de ayuda en el periodo postoperatorio temprano.

Venografia tomografica computerizada (TC) y venografia de resonancia magnética (RM)

La venografia TC y venografia de RM tienen el potencial de diagnosticar TVP en entornos en que la exactitud de la
ultrasonografia por compresion esta limitada (p.ej., TVP pélvica aislada, pacientes asintomaticos). La sensibilidad y
especificidad de la venografia TC en comparacion con la ultrasonografia por compresion para detectar todas las
TVP se han resefiado entre 89 y 100 % y 94 y 100 %, respectivamente, Sin embargo, dado el coste, la exposicion a
radiacion y la disponibilidad limitada de la venografia TC, esta modalidad desempefia actualmente un papel limitado
en el diagndstico de TVP. Un metanalisis de estudios que comparan la venografia por RM con la venografia
convencional resefié una sensibilidad combinada del 92 % y una especificidad del 95 % de la venografia por RM
para TVP proximal. Como con la venografia CT, el coste y disponibilidad inhibiran el uso extendido de la RM para el
diagndstico de TV aguda.
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Diagnostico de embolia pulmonar (EP)

Los rasgos clinicos de la EP pueden incluir:

dolor toracico pleuritico,
falta de aliento,
sincope,

hemoptisis, y
palpitaciones.

Como con la TVP, estos rasgos son no especificos y debe efectuarse un analisis objetivo para confirmar o excluir el
diagndstico de EP.

Angiografia pulmonar

Esta es la prueba de referencia estandar para el diagnéstico de EP. Sin embargo, tiene muchas de las mismas
limitaciones que la venografia.

Angiografia pulmonar tomografica computerizada (APTC)

La TC espiral (también conocida como TC helicoidal) con inyeccion periférica de contraste radiografico (APTC) es la
prueba de diagndstico estandar actual para EP (Stein PD. N. Engl. J. Med. 2006. 354: 2317-2327, Roy PM. Br. Med.
J. 2005; 331: 259). En comparacion con la gammagrafia pulmonar de ventilacion y perfusion, la APTC es menos
probable que sea “no diagndstica” (concretamente aproximadamente 10 frente a 60 %) y tiene el potencial de
identificar una etiologia alternativa para los sintomas del paciente. Esta técnica tiene una sensibilidad del 83 %, una
especificidad del 96 %, VPN del 95 % y valor predictivo positivo del 86 % para EP.

La exactitud de la APTC varia segun el tamafio de la arteria pulmonar mayor implicada y segun la probabilidad
preanalisis clinico. Por ejemplo, el valor predictivo positivo de la APTC es del 97 % para embolia pulmonar en la
arteria principal o lobular, pero cae al 68 % para arterias segmentarias, y es aun menor para EP en las arterias
subsegmentarias (25 %). En pacientes con una alta probabilidad preanalisis clinico de EP, el valor predictivo positivo
de la APTC es de un 96 %, pero este valor cae al 92 % en pacientes con una probabilidad técnica preanalisis clinico
de EP y al 58 % en pacientes con una baja probabilidad preanalisis clinico de EP.

En estudios de tratamiento que usaban la APTC para diagnosticar EP, menos de un 2 % de los pacientes que
habian aplazado la terapia anticoagulante basandose en una APTC negativa siguieron teniendo TEV sintomatica
durante el seguimiento. Tomadas en conjunto, estas observaciones sugieren lo siguiente:

e una APTC normal de buena calidad excluye a EP si la sospecha clinica es baja o moderada.
Los defectos intraluminales de arterias lobulares o mayores son generalmente diagnésticos de EP.
Los defectos intraluminales de arterias pulmonares segmentarias son generalmente diagndsticos de EP si
la sospecha clinica es moderada o alta, pero deberian considerarse como sin diagnostico si la sospecha es
baja o hay hallazgos disconformes (p.ej. dimero D negativo).

e Los defectos intraluminales de arterias pulmonares subsegmentarias son no diagndsticos y los pacientes
con dichos hallazgos requieren analisis adicionales.

Nota de advertencia: Si es posible, la APTC deberia evitarse en mujeres jovenes (p.ej. menores de 40 afios) porque
suministra una dosis de radiacion sustancial al pecho, lo que aumenta el riesgo de cancer de mama.

Gammagrafia pulmonar de ventilacion y perfusion

En el pasado, la gammagrafia pulmonar de ventilacion y perfusion era la investigacion inicial en pacientes con
sospecha de EP, y sigue siendo util en pacientes con contraindicaciones al tinte de contraste de rayos X (p.egj.
insuficiencia renal) y pacientes con alto riesgo de desarrollo de cancer de mama por exposicion a radiacion (p.ej.,
mujeres jovenes). Una gammagrafia de perfusion normal puede excluir la EP, pero se encuentra solo en una minoria
de pacientes (10-40 %). Los defectos de perfusién son no especificos: solo aproximadamente un tercio de los
pacientes con defectos de perfusion tienen EP. La probabilidad de que un defecto de perfusién esté causado por la
EP aumenta con su tamafio y numero y la presencia de una gammagrafia de ventilacion normal (defecto
“discordante”). Una gammagrafia pulmonar con defectos de perfusién segmentarios o mayores discordantes se
califica de *“alta probabilidad”. Un defecto discordante Unico estd asociado a una prevalencia de EP de
aproximadamente un 80 %. Tres o mas defectos discordantes estan asociados a una prevalencia de EP de
aproximadamente un 90 %. Los hallazgos de gammagrafia pulmonar son altamente dependientes de la edad, con
una proporcion relativamente alta de gammagrafias normales y una proporcidon baja de gammagrafias no
diagndsticas en pacientes jovenes. Se observa también una alta frecuencia de gammagrafias pulmonares normales

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2547075 T3

en pacientes embarazadas en que se investiga la EP.

Valoracion clinica:

Como con la sospecha de TVP, la valoracion clinica es util para catalogar la probabilidad de EP.
Analisis de dimero D:

Como se discute anteriormente cuando se considera el diagnéstico de TVP, un resultado de dimero D normal, solo o
en combinacién con otra prueba negativa, puede usarse para excluir la EP.

Pacientes con combinaciones de pruebas no invasivas de EP no diagnosticas

Los pacientes con resultados de ensayo no diagndsticos en la presentacion de EP tienen una prevalencia de EP de
aproximadamente un 20 %, por lo tanto se requieren investigaciones adicionales para excluir la EP.

Diagnoéstico de EP en el embarazo

Las pacientes embarazadas con sospecha de EP pueden tratarse de forma similar a las pacientes no embarazadas,
con las siguientes modificaciones:

e El ultrasonido venoso de las piernas deberia efectuarse en primer lugar seguido de gammagrafia pulmonar
de ventilacion y perfusion si no hay TVP.

e La cantidad de radiois6topos usada para la gammagrafia de perfusion deberia reducirse y alargarse la
duracion de la gammagrafia.
Si se efectiia una angiografia pulmonar, se prefiere el enfoque braquial con examen abdominal.

El uso de la APTC en el embarazo se desaconseja, principalmente debido a la exposicion a radiacion de la
madre.

C) Riesgo de recurrencia después de un primer episodio de tromboembolia venosa sintomatica

La tromboembolia venosa esta asociada a diversos factores de riesgo, algunos de los cuales son transitorios tales
como cirugia reciente y embarazo, y otros de los cuales son persistentes tales como cancer (la Tabla 1 muestra los
factores de riesgo para tromboembolia venosa). Cuando la tromboembolia venosa esta asociada a un factor de
riesgo adquirido, transitorio o persistente, se le denomina provocada. Cuando no hay un factor de riesgo clinico
evidente, se le denomina no provocada o idiopatica.

Tabla 1. Factores de riesgo para tromboembolia venosa

Factores de riesgo transitorios principales Factores de riesgo adquiridos o persistentes
potenciales

Hospitalizacion Enfermedades vasculares del colageno

Inmovilizacién con escayola Insuficiencia cardiaca

Cirugia Malignidad

Traumatismo Medicaciones

Factores de riesgo transitorios menores Trastornos mieloproliferativos

Anticonceptivos orales o terapia hormonal Sindrome nefrético

Embarazo

Presencia de factores de riesgo principales 1 a 3 meses antes de la

tromboembolia venosa

Viaje prolongado (= 2 horas)

Se ha reconocido recientemente que la presencia o ausencia de un factor de riesgo transitorio o reversible en el
momento de la tromboembolia venosa afecta en gran medida al riesgo de recurrencia después de dejar la terapia
anticoagulante. Los pacientes con tromboembolia venosa provocada por un factor de riesgo transitorio tienen un
bajo riesgo de recurrencia en comparacion con los pacientes con tromboembolia venosa provocada por un factor de
riesgo persistente o tromboembolia venosa no provocada (Alfonso lorio. Arch. Intern. Med. 2010; 170: 1710-1716).
Por esta razén, los pacientes con tromboembolia venosa provocada por un factor de riesgo transitorio se tratan
habitualmente con agentes anticoagulantes durante 3 meses (Alfonso lorio. Arch. Intern. Med. 2010; 170: 1710-
1716), mientras que los pacientes con tromboembolia venosa que no estaba asociada a un factor de riesgo
transitorio se tratan a menudo a largo plazo (Alfonso lorio. Arch. Intern. Med. 2010; 170: 1710-1716). El riesgo
acumulado de recurrencia a los 1, 5 y 10 afios es de 15, 41 y 53 %, respectivamente, en pacientes con una
tromboembolia venosa idiopatica, en comparacion con 7, 16 y 23 % en pacientes con un evento provocado (Galioto
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NJ. Am. Fam. Physician. 2011; 83: 293-300).

Aunque es ampliamente aceptado que el riesgo de recurrencia en pacientes con tromboembolia venosa provocada
por un factor de riesgo transitorio es suficientemente bajo para justificar dejar la terapia anticoagulante después de 3
meses, este riesgo de recurrencia no esta bien cuantificado. Ademas, el riesgo de recurrencia puede no ser el
mismo en todos los pacientes con tromboembolia venosa provocada por un factor de riesgo transitorio.

D) Riesgo de trombosis arterial

La trombosis arterial es una causa comun de ingreso hospitalario, muerte e incapacidad en paises desarrollados (y
cada vez mas en naciones en desarrollo debido a las epidemias globales de tabaquismo, obesidad y diabetes).
Sigue habitualmente a la ruptura espontanea de una placa aterosclerdtica, y puede:

ser clinicamente asintomatico;
contribuir a la progresion aterosclerodtica que da como resultado estenosis coronaria y angina estable, o
estenosis y claudicacion de arterias de los miembros inferiores;

e presentarse como isquemia aguda en el corazdn (sindromes coronarios cardiacos: angina inestable, infarto
de miocardio), cerebro (ataque isquémico transitorio o apoplejia) o miembros (isquemia aguda de
miembro).

Los factores de riesgo tradicionales (véase la Tabla 2) siguen siendo los marcadores mas importantes de
enfermedad arterial.

Tabla 2

Factores de riesgo
Dislipemia

Fumador actual
Diabetes

Hipertension
Obesidad abdominal
Factores psicosociales

Las mutaciones de factor V Leiden y G20210A de protrombina muestran asociaciones discretas pero
estadisticamente significativas con enfermedad cardiaca coronaria, apoplejia y eventos arteriales periféricos,
especialmente en personas jovenes (menos de 55 afios de edad) y en mujeres. La relacion de G2010A de
protrombina con trombosis arterial es muy discreta (CP 1,32; IC del 95 % 1,03-1,69) (Kim RJ. Am. Heart J. 2003;
146: 948-957). La relacion de la mutacion del factor V Leiden y los eventos isquémicos arteriales es también discreta
(CP 1,21; IC del 95 % 0,99-1,49), los pacientes de <55 afios tenian un mayor riesgo de evento isquémico arterial
(CP 1,37; IC del 95 % 0,96-1,97) (Kim RJ. Am. Heart J. 2003; 146: 948-957).

Existen pocas evidencias de que otras trombofilias congénitas estén asociadas a un riesgo aumentado de
enfermedad arterial.

Necesidad de nuevos factores de riesgo

A pesar de la existencia anteriormente mencionada de factores de riesgo y herramientas de diagndstico para el
diagndstico temprano, la trombosis arterial y la tromboembolia venosa, que incluye trombosis venosa profunda y
embolia pulmonar, son las causas principales de morbilidad y mortalidad.

Incluso entre los grupos de alto riesgo, no es posible identificar a los individuos que iran a desarrollar trombosis y/o
tromboembolia venosa. Por lo tanto, aunque existen varias estrategias tanto para precisar la identificacion del riesgo
de desarrollar un evento tromboembodlico, para su prevencion como para el diagnoéstico preciso de una enfermedad
tromboembdlica, el objetivo de prevenir la carga clinica de la trombosis y/o tromboembolia no se ha alcanzado
todavia (Ruppert A. Current Medical Research & Opinion 2010; 26: 2455-2473).

Se han realizado varios intentos de usar diagndsticos moleculares para identificar sujetos con alto riesgo de
desarrollar un evento trombético y/o tromboembdlico a partir del hallazgo de una mutaciéon de aminoacido comun en
el gen del factor V por Bertina (Bertina RM. Nature 1994: 369: 64-67), la descripcion de la variante de secuencia 3’
no codificante 20210 de protrombina (Poort SR. Blood 1996; 88: 3698-3703) y la variante de 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa C677T termolabil. Hay también documentos de patente tales como
EPO0696325B1 que describen el uso de mutaciones en factores de coagulacion. El documento EPO0696325B1
describe el uso de mutaciones en el factor V para identificar a personas con riesgo de desarrollar un evento
trombdtico. O el documento de patente WO05047533A1, que describe un procedimiento para detectar la presencia o
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ausencia de un nucledétido variante en al menos dos sitios de SNP asociados a trombosis, estando seleccionados
dichos sitios de SNP del grupo consistente en G1691A de factor V Leiden, G20210A de protrombina (factor 1),
C677T de MTHRF, A1298C de MTHFR, G4377T de factor Xlll y C536T de inhibidores plasmaticos de factor tisular
(TFPI). Pueden encontrarse divulgaciones adicionales de grupos de marcadores asociados a eventos o
enfermedades tromboticos en los documentos US2007/054275A1, WO2008020090A1, US2005/026168A1 vy
EP1398388A2.

Sin embargo, ninguno de los intentos probados hasta ahora ha probado una eficacia satisfactoria y el entusiasmo
inicial por la adopcion de una prueba tendra que atemperarse por la evidencia formal de un beneficio clinico derivado
de la prueba.

Por consiguiente, existe la necesidad de marcadores novedosos, incluyendo nuevos marcadores genéticos y
combinaciones especificas de los mismos que predigan exitosa y ventajosamente quién tiene un alto riesgo de
desarrollar una enfermedad tromboembdlica y/o complicaciones de enfermedad tromboembdlica tales como, pero
sin limitacién, trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, sindromes coronarios agudos (infarto de miocardio
agudo, angina inestable), apoplejia, ataque isquémico transitorio o apoplejia de un modo en que puedan ponerse en
marcha medidas preventivas para mantener ese riesgo lo mas bajo posible.

Existe también la necesidad de marcadores novedosos, incluyendo nuevos marcadores genéticos y combinaciones
especificas de los mismos que ayuden exitosa y ventajosamente al diagndstico de una enfermedad tromboembdlica
y/o complicaciones de enfermedad tromboembodlica tales como, pero sin limitacion, trombosis venosa profunda,
embolia pulmonar, sindromes coronarios agudos (infarto de miocardio agudo, angina inestable), apoplejia, ataque
isquémico transitorio o apoplejia de un modo en que puedan ponerse en marcha medidas preventivas para
mantener ese riesgo lo mas bajo posible.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. En un primer aspecto, la invencién proporciona un
procedimiento que es adecuado para resolver las limitaciones de los procedimientos usados hoy en dia para estimar
el riesgo de tromboembolia y/o de diagnosticar los eventos tromboembodlicos para un sujeto particular.

El procedimiento proporcionado segun la presente invencion resuelve las limitaciones comprendiendo las etapas de
determinar en una muestra aislada de dicho sujeto la presencia de las siguientes variantes genéticas Arg67Stop
(rs2232698) de serpina A10 (inhibidor de proteina Z), Ala384Ser (Cambridge Il) de serpina C1 (antitrombina), C46T
(rs1801020) de factor Xll, Val34Leu (rs5985) de factor Xlll, G20210A (rs1799963) de factor Il (protrombina),
Arg506GiIn (rs6025) de factor V Leiden, Arg306Thr de factor V Cambridge, Arg306Gly de factor V Hong Kong,
rs8176719 de grupo sanguineo ABO, rs7853989 de grupo sanguineo ABO, rs8176743 de grupo sanguineo ABO y
rs8176750 de grupo sanguineo ABO indicativas del riesgo de padecer un evento tromboembodlico (infarto de
miocardio agudo mortal o no mortal, o apoplejia o ataque isquémico transitorio o arteriopatia periférica o trombosis
venosa profunda o embolia pulmonar), que es mejor que la valoracién de riesgo realizada por los procedimientos en
uso hoy en dia.

En un aspecto, la invencién se refiere a procedimientos para el establecimiento de la probabilidad de un individuo de
presentar un evento tromboembdlico basado en la presencia de los polimorfismos mencionados anteriormente en
combinacién con uno o mas factores de riesgo convencionales, en los que se da el riesgo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a procedimientos para el establecimiento de la probabilidad de un individuo
de presentar un evento tromboembdlico basado en la presencia de los polimorfismos mencionados anteriormente en
combinacién con uno o mas factores de riesgo convencionales, caracteristicas sociodemograficas y clinicas, en los
que se da el riesgo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a procedimientos para ayudar al diagndstico de un evento tromboembdlico
basado en la presencia de las variantes genéticas mencionadas anteriormente en combinacion con uno o mas
factores de riesgo convencionales, caracteristicas sociodemograficas y clinicas, en los que se da la probabilidad de
diagndstico.

En otro aspecto, la invencion se refiere a procedimientos para el establecimiento de la necesidad de medidas
preventivas para prevenir el desarrollo de un evento tromboembdlico basado en la presencia de uno o mas de los
polimorfismos mencionados anteriormente en combinacién con uno o mas factores de riesgo convencionales,
caracteristicas sociodemograficas y clinicas, en los que se da el riesgo

“Evento tromboembdlico” en el contexto de esta solicitud deberia entenderse como la alteracion de la hemostasia
que conduce al desarrollo de un coagulo sanguineo (trombo) dentro de un vaso sanguineo (arteria o vena). El
trombo puede incluso obstruir el vaso sanguineo completamente y/o desprenderse y obstruir otro vaso sanguineo.

“Evento tromboembodlico” incluye, entre otras, las siguientes afecciones: trombosis arterial, infarto de miocardio
10
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mortal y no mortal, apoplejia, ataques isquémicos transitorios, trombosis venosa cerebral, arteriopatia periférica,
trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.

“Evento tromboembdlico” en el contexto de esta solicitud se usa intercambiablemente con “tromboembolia”.
“Evento tromboembdlico” en el contexto de esta solicitud se usa intercambiablemente con “trombosis”.

“Evento tromboembdlico” en el contexto de esta solicitud se usa intercambiablemente con “complicacion
tromboembodlica”.

“Trombofilia” en el contexto de esta solicitud deberia entenderse como los trastornos de la hemostasia que
predisponen a la trombosis. Se incluyen las deficiencias hereditarias de los anticoagulantes naturales antitrombina,
proteina C y proteina S y mutaciones comunes en los genes que codifican factores de coagulacion y trombofilias
adquiridas tales como anticuerpos antifosfolipidos.

Los términos “enfermedad” y “trastorno” se interpretaran en el contexto de esta solicitud intercambiablemente.

“Mutacion” en el contexto de esta solicitud deberia entenderse como el cambio de la estructura de un gen resultante
en una forma variante que puede transmitirse a generaciones posteriores, causado por la alteracién de unidades
basicas individuales en el ADN, o la delecion, insercion o transposicion de secciones mayores de genes o
cromosomas.

“Variantes genéticas” en el contexto de esta solicitud hace referencia a diferencias genéticas tanto en como entre
poblaciones. Puede haber multiples variantes de cualquier gen dado en la poblacién humana (alelos) conduciendo a
polimorfismo.

Los términos “polimorfismo” y “polimorfismo de nucledtido simple” (SNP) se usan en la presente memoria
intercambiablemente y se refieren a una variacion de la secuencia nucleotidica que tiene lugar cuando un solo
nucledtido en el genoma u ofra secuencia compartida difiere entre miembros de la especie o entre cromosomas
apareados en un individuo. Un SNP puede designarse también como una mutacién con una baja frecuencia alélica
mayor de aproximadamente 1 % en una poblacién definida. Los polimorfismos de nucleétido simple segun la
presente solicitud pueden entrar dentro de las secuencias de codificacion de genes, regiones no codificantes o las
regiones intrénicas entre genes.

El término “muestra”’, como se usa en la presente memoria” hace referencia a cualquier muestra de una fuente
biolégica e incluye, sin limitacion, cultivos celulares o extractos de los mismos, material biopsiado obtenido de un
mamifero o extractos del mismo, y sangre, saliva, orina, heces, semen, lagrimas u otros fluidos corporales o
extractos de los mismos.

“Factores de riesgo convencionales” en el contexto de esta solicitud deberian entenderse como aquellos descritos
en las Tablas 1y 2.

“Caracteristicas sociodemograficas y clinicas” en el contexto de esta solicitud deberian entenderse como edad,
género, diabetes sacarina, tabaquismo, historial familiar de eventos tromboembdlicos, embarazo e indice de masa
corporal.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un programa informatico o soporte informatico que contiene
medios para llevar a cabo cualquiera de los procedimientos de la invencion.

Es también parte de la presente divulgacion un kit que comprende reactivos para detectar las variantes genéticas
Arg67Stop (rs2232698) de serpina A10 (inhibidor de proteina Z), Ala384Ser (Cambridge Il) de serpina C1
(antitrombina), C46T (rs1801020) de factor Xll, Val34Leu (rs5985) de factor XlII, G20210A (rs1799963) de factor I
(protrombina), Arg506GiIn (rs6025) de factor V Leiden, Arg306Thr de factor V Cambridge, Arg306Gly de factor V
Hong Kong, rs8176719 de grupo sanguineo ABO, rs7853989 de grupo sanguineo ABO, rs8176743 de grupo
sanguineo ABO y rs8176750 de grupo sanguineo ABO.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han resuelto los problemas identificados anteriormente en los procedimientos
en uso actualmente para el calculo del riesgo en un sujeto de desarrollar un evento tromboembdlico, como se ha
definido este término anteriormente.

Los autores de la presente invencion han identificado una serie de variantes genéticas que estan asociadas al riesgo
de presentar un evento tromboembadlico. Estas variantes genéticas muestran valor predictivo y de diagndstico.

Procedimiento para resolver las limitaciones de los procedimientos para la prediccion del riesgo de
11
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desarrollar un evento tromboembodlico o para el diagnéstico de un evento tromboembadlico.

La presente solicitud resuelve la limitacion anteriormente descrita de los procedimientos usados hoy en dia para
calcular el riesgo de evento tromboembdlico y/o para diagnosticar un evento tromboembdlico. Se usa una
combinacién particular (como se describe anteriormente) de marcadores genéticos, seleccionados y evaluados por
los inventores después de un analisis complejo y genuino de miles de posibles marcadores. De las diferentes
posibilidades para construir un indice de riesgo genético (IRG), los inventores han seleccionado una particular
debido a que proporcionaba los mejores resultados posibles. Para calcular la puntuacion de riesgo genético, se
considera el nimero acumulado de alelos de riesgo de aquellos SNP enumerados en la tabla 3 que estan presentes
en cada individuo. Para cada una de las variantes estudiadas, cada individuo puede tener 0, 1 o 2 alelos de riesgo.
Al haber calculado el sumatorio de alelos de riesgo acumulados en el diferente conjunto de variantes seleccionadas
(n=12), se dio para cada individuo un indice que podia ir de 0 a 24. Los inventores han generado nuevos algoritmos
para la estimacion del riesgo tromboembodlico.

Tabla 3
G SNP (nombre(ID de referencia de la Alelo Otro
en - . rs . .

provisional) variante informativo |alelo

FXI 46C>T FXIl, 46C>T 1801020 T C
261delG Grupo sanguineo ABO 8176719G delG

Grupo sanguineo ABO (alelo|526C>G Grupo sanguineo ABO 7853989C G

A1) 703G>A Grupo sanguineo ABO  [8176743G A
1059delC Grupo sanguineo ABO 8176750C delC

SERPINA A10 728C>T Serpina A10, Arg67Stop  |2232698 T C
Serpina  C1, Ala384Ser|Serpina C1, Ala384Ser|

SERPINA C1 (Cambridge Il) (Cambridge Il) B T G
FV Leiden (1746G>A) FV, R506Q (F5 Leiden) 6025 A G

. FV, R306T (F5

Factor de coagulacion FV FV Cambridge (1146G>C) Cambridge) B c G

FV Hong Kong (1145A>G)|7 Y R306G (F5 Hong G A
Kong)

Factor de coagulacion Xlll\/5y oo6GsT) FXIIl, Val34Leu, rs 5085 G T

(polipéptido A1)

Factor de coagulacion Il G20210A Protrombina, G20210A 1799963 A

Se da en la Tabla 3 la lista de polimorfismos que se usan en este procedimiento de la presente invencion.

Cuando se usan modelos predictivos, como por ejemplo para tomar decisiones de tratamiento, los riesgos
predictivos pueden clasificarse usando umbrales de corte de riesgo.

Los especialistas en la materia reconoceran facilmente que el analisis de los nucleétidos presentes segun el
procedimiento de la invencidon en el acido nucleico de un individuo puede realizarse mediante cualquier
procedimiento o técnica capaz de determinar los nucleétidos presentes en un sitio polimérfico. Como resulta obvio
en la materia, los nucleétidos presentes en los marcadores polimérficos pueden determinarse a partir de cualquier
hebra de acido nucleico o de ambas hebras.

Una vez se ha obtenido una muestra biolégica de un sujeto (p.€j. un fluido corporal tal como orina, saliva, plasma,
suero o una muestra de tejido tal como muestra de tejido bucal o células bucales), se emprende tipicamente la
deteccion de una variacién de secuencia o SNP de variante alélica. Puede emplearse practicamente cualquier
procedimiento conocido por el especialista en la materia. Quizas el procedimiento mas directo es determinar
realmente la secuencia del ADN genoémico o ADNc y comparar estas secuencias con los SNP de alelos conocidos
del gen. Este puede ser un proceso bastante caro y laborioso. No obstante, esta tecnologia es bastante comun y
bien conocida.

Puede usarse en los procedimientos de la invencion cualquiera de una variedad de procedimientos que existen para
detectar variaciones de secuencia. El procedimiento particular usado no es importante en la estimacion del riesgo
cardiovascular o la seleccion del tratamiento.

Existen otros procedimientos comercialmente disponibles posibles para la identificacion de SNP de alto rendimiento
sin usar tecnologias de secuenciacion directa, por ejemplo la tecnologia Veracode de lllumina, la quimica de
genotipado de SNP Tagman® y quimica de genotipado de SNP KASPar.

Es una variacion del procedimiento de determinacion de secuencia directo el procedimiento Gene Chip(™)
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disponible en Affymetrix. Como alternativa, estan también comercialmente disponibles modos robustos y menos
caros de detectar la variacion de secuencia de ADN. Por ejemplo, Perkin Elmer ha adaptado su ensayo TAQman
(™) para detectar la variacion de secuencia. Orchid BioSciences tiene un procedimiento denominado SNP-IT (™)
(tecnologia de identificacion de SNP) que usa la extension por cebador con analogos nucleotidicos marcados para
determinar cual nucleétido aparece en la posicion inmediatamente 3’ de una sonda oligonucleotidica, y la base
extendida se identifica entonces usando fluorescencia directa, un ensayo colorimétrico indirecto, espectrometria de
masas o polarizacion de fluorescencia. Sequenom usa una tecnologia de captura por hibridacién mas MALDI-TOF
(espectrometria de masas de desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo) para detectar los
genotipos de SNP con su sistema MassARRAY(™). Promega proporciona el sistema de genotipado de SNP
READIT(™) (patente de EE.UU. n° 6.159.693). En este procedimiento, se hibridan sondas de ADN o ARN con
secuencias de acido nucleico diana. Se despolimerizan sondas que son complementarias de la secuencia diana en
cada base con una mezcla comercial de enzimas, mientras que las sondas que difieren de la diana en la posicion de
investigacion permanecen intactas. El procedimiento usa la quimica de fosforilacion en combinacién con deteccion
con luciferasa para proporcionar un sistema de puntuacion de SNP altamente sensible y adaptable. Third Wave
Technologies tiene el procedimiento Invader OS(™) que usa enzimas Cleavaseg comerciales que reconocen y
cortan solo la estructura especifica formada durante el proceso Invader. Invader OS se basa en la amplificacion
lineal de la sefial generada por el proceso Invader, en lugar de en la amplificacion exponencial de la diana. El
ensayo Invader OS no utiliza PCR en ninguna parte del ensayo. Ademas, hay una serie de laboratorios de analisis
del ADN forenses y muchos laboratorios de investigacion que usan PCR especifica de gen, seguida de digestion con
endonucleasa de restriccion y electroforesis en gel (u otra tecnologia de separacion por tamafio) para detectar los
polimorfismos de longitud del fragmento de restriccion (RFLP).

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, se identifica la presencia o ausencia de SNP
amplificando o no consiguiendo amplificar un producto de amplificacion a partir de la muestra. Las amplificaciones
polinuclectidicas son tipicamente dependientes de molde. Dichas amplificaciones se basan generalmente en la
existencia de una hebra molde para hacer copias adicionales del molde. Los cebadores son acidos nucleicos cortos
que pueden cebar la sintesis de un acido nucleico naciente en un proceso dependiente de molde que hibridan con la
hebra molde. Tipicamente, los cebadores son de 10 a 30 pares de bases de longitud, pero pueden emplearse
secuencias mas largas. Los cebadores pueden proporcionarse en forma bicatenaria y/o monocatenaria, aunque se
prefiere generalmente la forma monocatenaria. A menudo, se disefian pares de cebadores para hibridar
selectivamente con distintas regiones de un acido nucleico molde, y se ponen en contacto con el ADN molde en
condiciones que permitan la hibridacién selectiva. Dependiendo de la aplicacién deseada, pueden seleccionarse
condiciones de hibridacion de alto rigor que permitiran solo la hibridacién con secuencias que sean completamente
complementarias de los cebadores. En otras realizaciones la hibridacion puede tener lugar con rigor reducido,
permitiendo la amplificacién de acidos nucleicos que contienen uno o mas desapareamientos con las secuencias
cebadoras. Una vez hibridado, se pone en contacto el complejo molde-cebador con una o mas enzimas que facilitan
la sintesis de acido nucleico dependiendo de molde. Se realizan multiples rondas de amplificacién, a las que se hace
referencia también como “ciclos”, hasta producir una cantidad suficiente de producto de amplificacion.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Estan disponibles una serie de procesos dependientes de molde para amplificar las secuencias oligonucleotidicas
presentes en una muestra de molde dada. Uno de los procedimientos de amplificacion mejor conocidos es la
reacciéon en cadena de la polimerasa. En la PCR, se usan pares de cebadores que hibridan selectivamente con
acidos nucleicos en condiciones que permitan la hibridacién selectiva. El término “cebador”, como se usa en la
presente memoria, engloba cualquier acido nucleico que sea capaz de cebar la sintesis de un acido nucleico
naciente en un proceso dependiente de molde. Los cebadores pueden proporcionarse en forma bicatenaria o
monocatenaria, aunque se prefiere la forma monocatenaria. Los cebadores se usan en uno cualquiera de una serie
de procesos dependientes de molde para amplificar las secuencias génicas diana presentes en una muestra de
molde dada. Uno de los procedimientos de amplificacion mejor conocidos es la PCR, que se describe con detalle en
las patentes de EE.UU. n° 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159. En la PCR, se preparan dos secuencias cebadoras
que son complementarias de regiones en hebras complementarias opuestas de la secuencia del gen o genes diana.
Los cebadores hibridaran formando un complejo de acido nucleico:cebador si la secuencia del gen o genes diana
esta presente en una muestra. Se aflade un exceso de trifosfatos de desoxirribonucledsido a la mezcla de reaccién
junto con una ADN polimerasa, p.ej. polimerasa Taq, que facilita la sintesis de acido nucleico dependiente de molde.
Si se ha formado el complejo de secuencia de gen o genes diana:cebador, la polimerasa causara que los cebadores
se extiendan a lo largo de la secuencia del gen o genes diana afiadiendo nucledtidos. Al elevar y reducir la
temperatura de la mezcla de reaccion, los cebadores extendidos se disociaran del gen o genes diana formando
productos de reaccion, los cebadores en exceso se uniran al gen o genes diana y a los productos de reaccion y se
repite el proceso. Estas multiples rondas de amplificacion, a las que se hace referencia como “ciclos”, se realizan
hasta producir una cantidad suficiente de producto de amplificacion.

El producto de amplificacion puede digerirse con una enzima de restriccion antes del analisis. En adn otras
realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, se identifica la presencia o ausencia de SNP hibridando la
muestra de acido nucleico con un cebador marcado con un resto detectable. En otras realizaciones de cualquiera de
los aspectos anteriores, se detecta el resto detectable en un ensayo enzimatico, radioensayo, inmunoensayo o
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detectando fluorescencia. En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el cebador esta marcado
con un tinte detectable (p.ej., SYBR verde I, YO-PRO-I, naranja de tiazol, Hex, Picogreen, EDANS, fluoresceina,
FAM o TET). En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, los cebadores se localizan en un chip.
En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, los cebadores para amplificacion son especificos de
dichos SNP.

Es otro procedimiento para amplificacion la reacciéon en cadena de la ligasa ("LCR"). La LCR difiere de la PCR
porque amplifica la molécula de sonda en lugar de producir un amplicon mediante la polimerizacién de nucleétidos.
En la LCR, se preparan dos pares de sondas complementarias y, en presencia de una secuencia diana, se unira
cada par a hebras complementarias opuestas de la diana de tal modo que se ensamblen. En presencia de una
ligasa, se ligaran los dos pares de sondas formando una sola unidad. Mediante ciclacion a temperatura, como en la
PCR, las unidades ligadas unidas se disociaran de la diana y serviran entonces como “secuencias diana” para el
ligamiento de los pares de sondas en exceso. La patente de EE.UU. n° 4.883.750 describe un procedimiento similar
a la LCR para unir pares de sondas a una secuencia diana.

Amplificacién isotérmica

Puede ser también util en la amplificacién de acidos nucleicos de la presente invencién un procedimiento de
amplificacién isotérmica en que se usan endonucleasas de restriccion y ligasas para conseguir la amplificacion de
moléculas diana que contienen 5'-[[a]-tio]-trifosfatos de nucledtidos en una hebra de un sitio de restriccién. En una
realizacion, se usa el procedimiento de amplificacion isotérmica mediado por bucle (LAMP) para el tipado de
polimorfismo de nucleétido simple (SNP).

Amplificacion por desplazamiento de hebra

La amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) es otro procedimiento para llevar a cabo la amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos que implica multiples rondas de desplazamiento y sintesis de hebra, concretamente
traslacion de muesca. Un procedimiento similar, llamado reaccidon en cadena de reparacion (RCR), implica asociar
varias sondas a lo largo de una regién diana para amplificacion, seguido de una reaccién de reparacion en que estan
presentes solo dos de las cuatro bases. Las otras dos bases pueden afadirse como derivados biotinilados para una
deteccion sencilla.

Amplificacion basada en la transcripcion

Otros procedimientos de amplificacion de acido nucleico incluyen sistemas basados en la transcripcion, incluyendo
amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico. En la amplificacién basada en la secuencia de acido
nucleico, se preparan los acidos nucleicos para amplificacion mediante extracciéon con fenol/cloroformo estandar,
desnaturalizacion térmica de una muestra clinica, tratamiento con tampoén de lisis y columnas Minispin para el
aislamiento de ADN y ARN o extraccion con cloruro de guanidinio del ARN. Estas técnicas de amplificacion implican
asociar un cebador que tiene secuencias especificas de diana. Después de la polimerizacion, se digieren los
hibridos de ADN/ARN con ARNasa H mientras que las moléculas de ADN bicatenarias se desnaturalizan
térmicamente de nuevo. En cualquier caso, el ADN monocatenario se vuelve totalmente bicatenario mediante la
adicion del segundo cebador especifico de diana, seguido de polimerizacion. Las moléculas de ADN bicatenarias se
transcriben entonces de forma multiple por una polimerasa tal como T7 o SP6. En una reaccion ciclica isotérmica, se
transcriben de forma inversa los ARN a ADN bicatenario y se transcriben de nuevo con una polimerasa tal como T7
o SP6. Los productos resultantes, truncados o completos, indican secuencias especificas de diana.

Pueden usarse otros procedimientos de amplificacion de acuerdo con la presente invencién. En una realizacion, se
usan cebadores “modificados” en una sintesis de tipo PCR dependiente de molde y enzima. Los cebadores pueden
modificarse marcando con un resto de captura (p.ej. biotina) y/o un resto detector (p.ej. enzima). En presencia de
una secuencia diana, la sonda se une y se escinde cataliticamente. Después de la escision, se libera la secuencia
diana intacta para unirse a la sonda en exceso. La escisidon de la sonda marcada sefiala la presencia de la
secuencia diana. En otro enfoque, un proceso de amplificacién de acido nucleico implica sintetizar ciclicamente ARN
monocatenario ("ARNmc”), ADNmc y ADN bicatenario (ADNbc), que pueden usarse de acuerdo con la presente
invencion. EI ARNmc es un primer molde para un primer oligonucleétido cebador, que se alarga por transcriptasa
inversa (ADN polimerasa dependiente de ARN). Se retira entonces el ARN del duplex de ADN:ARN resultante
mediante la accion de la ribonucleasa H (ARNasa H, una ARNasa especifica de ARN en duplex con ADN o ARN). El
ADNmc resultante es un segundo molde para un segundo cebador que incluye también las secuencias de un
promotor de ARN polimerasa (ejemplificado por ARN polimerasa T7) en 5' a su homologia con el molde. Se extiende
entonces este cebador por ADN polimerasa (ejemplificada por el fragmento "Klenow" grande de la ADN polimerasa |
de E. coli), dando como resultado una molécula de ADN bicatenario (“ADNbc”) que tiene una secuencia idéntica a la
del ARN original entre los cebadores y que tiene adicionalmente, en un extremo, una secuencia promotora. Esta
secuencia promotora puede usarse por la ARN polimerasa apropiada para hacer muchas copias de ARN del ADN.
Estas copias pueden volver a entrar en el ciclo, conduciendo a una amplificacion muy rapida. Con la eleccion
apropiada de enzimas, esta amplificacién puede realizarse isotérmicamente sin la adicion de enzimas en cada ciclo.
Debido a la naturaleza ciclica de este proceso, la secuencia de partida puede elegirse para estar en forma de
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cualquier ADN o ARN.

Procedimientos para la separacion de acido nucleico

Puede ser deseable separar los productos de acido nucleico de otros materiales, tales como molde y cebador en
exceso. En una realizacion, se separan los productos de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa,
agarosa-acrilamida o poliacrilamida usando procedimientos estandares (Sambrook et al., 1989, véase a
continuacion). Los productos de amplificacién separados pueden cortarse y eluirse del gel para manipulacion
adicional. Usando geles de agarosa de bajo punto de fusion, la banda separada puede retirarse mediante
calentamiento del gel, seguido de extraccion del acido nucleico. La separacion de los acidos nucleicos puede
efectuarse también mediante técnica cromatograficas conocidas en la materia. Hay muchas clases de cromatografia
que pueden usarse en la practica de la presente invencion, incluyendo cromatografia de adsorcion, reparto,
intercambio iénico, hidroxiapatito, tamiz molecular, fase inversa, columna, papel, capa fina y gases, asi como HPLC.
En ciertas realizaciones, se visualizan los productos de amplificacién. Un procedimiento de visualizacion tipico
implica la tincion de un gel con bromuro de etidio y la visualizacion de bandas bajo luz UV. Como alternativa, si los
productos de amplificacion se marcan integralmente con nucleétidos marcados radiométrica o fluorométricamente,
los productos de amplificacion separados pueden exponerse a pelicula de rayos X o visualizarse con luz que exhiba
los espectros excitatorios apropiados.

Como alternativa, puede determinarse la presencia de posiciones polimdrficas segun los procedimientos de la
invencion mediante la hibridacién o falta de hibridacién con una sonda de acido nucleico adecuada especifica de un
acido nucleico polimérfico pero no con el acido nucleico no mutado. Se entiende por “hibridar” un par que forma una
molécula bicatenaria entre secuencias polinucleotidicas complementarias, o porciones de las mismas, en diversas
condiciones de rigor. Por ejemplo, la concentracién de sal rigurosa sera normalmente menor de NaCl
aproximadamente 750 mM y citrato trisédico 75 mM, preferiblemente menor de NaCl aproximadamente 500 mM
NaCl y citrato trisédico 50 mM, y mas preferiblemente menor de NaCl aproximadamente 250 mM vy citrato trisddico
25 mM. Puede obtenerse una hibridacion de bajo rigor en ausencia de disolvente organico, p.ej. formamida, mientras
que puede obtenerse una hibridacion de alto rigor en presencia de al menos aproximadamente un 35 % de
formamida, y mas preferiblemente al menos aproximadamente un 50 % de formamida. Las condiciones de
temperatura rigurosas incluirdn normalmente temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 37 °C, y lo mas preferiblemente de al menos aproximadamente
42 °C. Variar parametros adicionales, tales como el tiempo de hibridacion, la concentracion de detergente, p.ej.
dodecilsulfato de sodio (SDS) y la inclusion o exclusion de ADN portador, son bien conocidos por los especialistas
en la materia. Se logran diversos niveles de rigor combinando estas diversas condiciones segun sea necesario. En
una realizacion preferida, la hibridacion tendra lugar a 30 °C en NaCl 750 mM, citrato trisédico 75 mMy 1 % de SDS.
En una realizacién mas preferida, la hibridacion tendra lugar a 37 °C en NaCl 500 mM, citrato trisédico 50 mM, 1 %
de SDS, 35 % de formamida y ADN de esperma de salmén desnaturalizado (ADNmc) 100 pg/ml. En la realizacion
mas preferida, tendra lugar la hibridacion a 42 °C en NaCl 250 mM, citrato trisédico 25 mM, 1 % de SDS, 50 % de
formamida y ADNmc 200 pg/ml. Resultaran evidentes para los especialistas en la materia variaciones Utiles de estas
condiciones.

Para la mayoria de aplicaciones, las etapas de lavado que siguen a la hibridacion variaran también en rigor. Las
condiciones de rigor de lavado pueden definirse por la concentracion salina y la temperatura. Como anteriormente, el
rigor puede aumentarse reduciendo la concentracion salina o aumentando la temperatura. Por ejemplo, la
concentracion salina rigurosa para las etapas de lavado sera preferiblemente NaCl menor de aproximadamente 30
mM vy citrato de sodio 3 mM, y lo mas preferiblemente NaCl menor de aproximadamente 15 mM y citrato de sodio 1,5
mM. Las condiciones de temperatura rigurosas para las etapas de lavado incluiran normalmente una temperatura de
al menos aproximadamente 25 °C, mas preferiblemente de al menos aproximadamente 42 °C y aun mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 68 °C. En una realizacion preferida, las etapas de lavado tendran
lugar a 25 °C en NaCl 30 mM, citrato trisédico 3 mM y 0,1 % de SDS. En una realizacién mas preferida, las etapas
de lavado tendran lugar a 42 °C en NaCl 15 mM, citrato de sodio 1,5 mM y 0,1 % de SDS. En una realizacion mas
preferida, las etapas de lavado tendran lugar a 68 °C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM y 0,1 % de SDS.
Resultaran facilmente evidentes para los especialistas en la materia variaciones adicionales de estas condiciones.
Las técnicas de hibridacion son bien conocidas por los especialistas en la materia y se describen, por ejemplo, en
Benton y Davis (Science 196: 180, 1977); Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72: 3961, 1975);
Ausubel et al. (“Current Protocols in Molecular Biology”, Wiley Interscience, Nueva York, 2001); Berger y Kimmel
(“Guide to Molecular Cloning Techniques”, 1987, Academic Press, Nueva York) y Sambrook et al., “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1989.

Las moléculas de acido nucleico utiles para hibridacién en los procedimientos de la invencioén incluyen cualquier
molécula de acido nucleico que exhiba una identidad sustancial para poder hibridar especificamente con los acidos
nucleicos diana. Los polinucledtidos que tienen “identidad sustancial” con una secuencia enddégena son tipicamente
capaces de hibridar con al menos una hebra de una molécula de acido nucleico bicatenaria. Se entiende por
“sustancialmente idéntico” un polipéptido o molécula de acido nucleico que exhiba al menos un 50 % de identidad
con una secuencia aminoacidica o secuencia de acido nucleico de referencia. Preferiblemente, dicha secuencia es
al menos un 60 %, mas preferiblemente un 80 u 85 % y mas preferiblemente un 90, 95 o incluso un 99 % idéntica a
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nivel aminoacidico o de acido nucleico a la secuencia usada para comparacion. La identidad de secuencia se mide
tipicamente usando software de analisis de secuencia (por ejemplo, el paquete de software de analisis de secuencia
del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison,
Wis. 53705, programas BLAST, BESTFIT, GAP o PILEUP/PRETTYBOX). Dicho software empareja las secuencias
idénticas o similares asign