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Quiero empezar mi discurso de toma de posesién como académico correspondiente de la Real
Academia de Medicina de Murcia agradeciendo profunda y sinceramente a esta acreditada
Institucidn por el honor que me concede al invitarme a formar parte de una Entidad
centenaria, con una trayectoria de reconocido prestigio, y que no solo ha estado presente
como actor protagonista de la actividad docente, cientifica, asistencial y de difusion del dia a
dia en Medicina en la Regién de Murcia, sino que ha sido capaz de adaptarse a los tiempos y
evolucidn de una Sociedad que cada dia precisa de profesionales con diferentes formaciones y
habilidades para dar una respuesta integral a todos y cada uno de los problemas sanitarios. Es
imprescindible contar con expertos de areas que hace escasamente una década apenas se
vinculaban a la Medicina como los bioinformaticos, fisicos, matematicos, bidlogos,
bioquimicos, quimicos, farmacéuticos, y por supuesto realizar una comunidn de aspectos
bioldgicos y médicos, basicos y clinicos para conseguir la Medicina del siglo XXI que nuestra
sociedad merece. No tengan duda que daré todo lo mejor de mi para contribuir a este retoy
aportar mis humildes habilidades para asistir al crecimiento de esta Institucién.

Y en este sentido tengo que hacer un especial y entrafiable reconocimiento a la figura del Prof.
Vicente Vicente. Hace ya 30 afios que el Prof. Vicente me propuso participar en un reto
complicado cuando cred unos de los ejemplos de eficacia y calidad docente, asistencial e
investigadora de la Regién de Murcia, el que hoy es Servicio de Hematologia y Oncologia
Clinica del Hospital Morales Meseguer, Centro Regional de Hemodonacidn, y Grupo de
Excelencia Investigadora de Hematologia y Oncologia Clinico Experimental. Desde el primer
dia, solo puedo mostrar mi agradecimiento profesional y personal al Prof. Vicente por todo lo
gue he aprendido de él, por su actitud, conocimiento, habilidades, y su saber hacer, y sobre
todo por haber sido un visionario de la medicina moderna. Por apostar por un grupo
multidisciplinario y dar no solo oportunidades, sino confianza y libertad.

Les confieso que cuando empecé a plantear este discurso, me situaba en la misma tesitura a la
gue me enfrento cuando intento motivar a los estudiantes que van a iniciar una tesis doctoral
conmigo porque tengo que darles argumentos para pensar que todavia hay margen para
poder conocer e investigar en un campo que se podria considerar un clasico, porque en
ciencia, cualquier campo con mas de 10 afios se puede considerar cldsico. En el mundo de la



inmediatez, de la novedad, del titular, aspectos clasicos estan denostados y consiguen poco
atractivo para las nuevas generaciones, ni siquiera como modelo. Veremos si soy capaz de
conseguirlo.

Porque el campo del que hoy les voy a hablar es un campo que quizas muchos consideren
demasiado especifico y “viejo”. Quiero que sigan mi lectura con la perspectiva de no quedarse
con ningun dato, sino con ideas, con aproximaciones, con perspectivas que espero puedan
aplicar en sus campos o intereses correspondientes.

Y es que la antitrombina es una molécula realmente antigua. Las primeras citas de Schmidt a
una citoglobulina que previene la coagulacion del plasma de caballo datan de 1892, y el
nombre de antitrombina lo introduce Morawitz a principios del siglo XX para referirse a la
molécula responsable de la perdida gradual de la actividad de la trombina cuando el coagulo
se ha formado. El desorden congénito del que voy a hablar, la deficiencia de antitrombina, es
la primera trombofilia congénita que se identificd, alld por 1965, justo cuando yo nacia. El
hematdlogo Noruego Olav Egeberg notificd la asociacidn entre este fenotipo, la deficiencia de
antitrombina y la aparicién de eventos trombdticos en diferentes miembros de una familia.
Normalmente cuando algo es lo primero, es porque es importante.
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Y efectivamente hay razones para ello, para que la deficiencia de antitrombina fuera la primera
trombofilia identificada. Esta es la cascada de la coagulacién, un esquema aparentemente
sencillo pero que evita la letalidad derivada del dafio endotelial en organismos con un sistema
circulatorio cerrado y de alta presién como el nuestro. Esta respuesta debe ser contundente e
inmediata, porque no puede depender de la sintesis proteica. Por ello es un conjunto seriado
de reacciones proteoliticas en cascada que culminan en la formacién de trombina, la ultima
serin proteasa procoagulante responsable no solo de la formacién del coagulo de fibrina, sino
también de la activacidn y agregacién plaquetaria. Pero no piensen que el protagonismo de la
coagulacién lo tiene la trombina. El Prof. Terry Rabbitts, con quien realicé mi estancia
postdoctoral en Cambridge, decia muy acertadamente que el poder de cualquier sistema no lo
tiene el poderoso, el fuerte. Lo tiene quien controla al poderoso. En la coagulacién el poder
real lo tiene la antitrombina, por ser el principal inhibidor endégeno de la trombina y de la
practica totalidad de serin proteasas procoagulantes.
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Y ademas lo hace a través de un mecanismo extraordinario que se ha comparado al de un cepo
de ratén y que conocemos al detalle estructural, tal es el grado de conocimiento de este
anticoagulante. En este video pueden comprobar a escala molecular el mecanismo de
inhibicidn por suicidio de esta serpina, y asi comprender el peso hemostatico de la
antitrombina lo que justifica que la deficiencia incluso moderada de este anticoagulante
enddgeno incremente notablemente el riesgo trombético.

El estudio de esta molécula también ha permitido el desarrollo de una de las terapias mas
antiguas y exitosas empleadas en el tratamiento y profilaxis antitrombdtico, las heparinas,
cofactor de la antitrombina que aumentan mas de 1000 veces la actividad anticoagulante por
este mecanismo de activacion, que como ven de nuevo, se conoce con pleno detalle.

Desde el punto de vista molecular, la deficiencia de antitrombina es un desorden simple, ya
que se considera un trastorno monogénico, autosdmico, y dominante. Es decir, la simple
mutacion de un alelo del gen SERPINC1, un gen sencillo que codifica la antitrombina, provoca
la deficiencia y el riesgo trombdtico. Hasta la fecha se han descrito mas de 465 variantes
genéticas diferentes implicadas en este desorden, un dato mas que refleja tanto el interés de
esta enfermedad como su grado de conocimiento.
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Y precisamente ante esta situacion de gran conocimiento, plantear nuevas perspectivas de
estudio de este desorden obliga necesariamente a buscar aproximaciones originales, de
interés y potencial aplicacion. ¢Pero como hacerlo? Pues bien, en este punto es donde yo creo
gue la mirada a la naturaleza puede aportar ideas y soluciones. Porque todos los médicos e
investigadores aman la naturaleza,

al menos esta naturaleza, aunque sea complicado alcanzarla.

A mi me encanta la naturaleza real, porque me parece siempre bella, incluso cuando pueda
llegar a ser devastadora, y ocurre lo mismo con la fisiopatologia. Lo que quiero mostrarles en
mi presentacion, es que la naturaleza es una fuente de inspiracién en la actividad
investigadora, especialmente para los grupos como el nuestro que no disponen de recursos
econdmicos para crear otras realidades. Porque la naturaleza nos muestra sorpresas
inesperadas. El Prof. Robin Carrell, con quien disfruté un afio como Fellow del Trinity College,
indicaba muy acertadamente que los pacientes son experimentos Unicos de la naturaleza. Y a
diferencia de los mundos casi perfectos que podemos llegar a crear en la actualidad, a la
realidad virtual que se estd implantando en nuestras vidas, la naturaleza es siempre real. Lo
gue veamos en la naturaleza, en los pacientes, tengan la certeza que ocurre, que es real,
existe. Ademds, en la naturaleza nada es sencillo. Todo es complejo, también el enfermar.

Por tanto, como dice el Prof. Vicente, lo que tenemos que hacer es tener los ojos abiertos y
saber ver, porque a la corta o a la larga, al final todo se descubre. Si sabemos mirar podemos
descubrir. Y este es un buen ejemplo. Este estudio que han liderado los Dres. de la Morena y
Bravo comenzd con un caso, una mujer de 26 afios con historia trombética temprana que
estaba anticoagulada e ingresd en el hospital Reina Sofia por una hemorragia digestiva. Al
suspender el tratamiento anticoagulante vuelve a sufrir una trombosis, que se intento tratar
con heparina sin éxito. Estos hechos nos dirigieron a la antitrombina, y mediante una
aproximacién molecular, identificamos una alteracién muy grave y rara, una mutacién que
afecta al dominio de unidén a heparina, pero en homocigosis. Este descubrimiento que explica
la resistencia a la heparina y la historia trombdtica, permitié la eleccidn de un tratamiento
especifico, el uso de concentrados de antitrombina, que fueron capaces de controlar el
problema trombético sin incrementar el riesgo hemorragico. Pero este resultado tan
satisfactorio clinicamente no termind aqui. En el estudio de la causa de la hemorragia digestiva
los radidlogos informaron de un hecho que en este contexto no se le dio ninguna importancia:
la paciente tenia una agenesia de la vena cava inferior. Abrir los ojos.
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Agenesia de vena cava ¢Qué es esto? Les confieso que era la primera vez que oia hablar de
esta malformacidn congénita rara, cuyo diagndstico, como en nuestro caso es incidental por
pruebas de imagen. Pero ojo, habia algo relacionado con nuestro campo: iincrementa 10 veces
el riesgo de sufrir eventos trombdticos venosos! Porque se pensaba que afectaba una de las
patas de la triada de Virchow: aumentaba la estasis. Y lo mas interesante para alguien que
busca: su etiopatogenia es desconocida, no se conoce su base molecular. Aunque, y de nuevo
suenan las alarmas, hay autores que sugieren que podria ser la consecuencia de un evento
trombdtico uterino. Entonces surge la hipdtesis: é podria una trombofilia grave como la que
tiene nuestra paciente estar en la base de una agenesia de cava?
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Para responder a esta pregunta, podriamos ir a modelos, y esperar a tener suerte que el
modelo murino, o de pez, fuera igual al humano. Pero nosotros fuimos a la realidad, a la
cohorte mas grande a nivel mundial de deficiencias de antitrombina, formada por 1118
pacientes de dos paises, Espafia y Hungria, para poder seleccionar 61 casos homocigotos para
la variante Budapest 3 a los que plantear el estudio: realizar un andlisis de imagen,



mayoritariamente por escaner a fin de poder evaluar, en los 24 casos que participaron, si
existia alguna relacién entre esta trombofilia, posiblemente la mas grave que sea viable, y la
gue se ha considerado una malformacién congénita, la agenesia de vena cava.

Agenesia de vena cava en pacientes Budapest 3 homocigotos

Cohorte Espaiia Hungria
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Casos indice con
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Sorprendentemente, 16 de los 24 casos analizados, presentaban agenesia de la vena cava
inferior

En 4 de ellos ademas existian otras anomalias como agenesia renal o hipoplasia de la iliaca.
Y en un caso adicional descubrimos una agenesia de la iliaca izquierda.

En todos los casos con malformaciones vasculares se objetivo circulacién colateral
compensatoria con engrosamiento de los azigos-hemiazigos menos el caso con agenesia de
iliaca que presentaba una vena cava doble.

En resumen, casi el 71% de los casos con deficiencia de antitrombina homocigotos para la
variante Budapest 3 presentaban agenesia del sistema de la vena cava, una incidencia mas de
1000 veces superior a la descrita en la poblacién general y que sustenta una asociacion entre
esta trombofilia tan grave y esta malformacion vascular, apoyando la hipétesis que se origina
como consecuencia de un evento trombdtico intrauterino o perinatal, lo que no solo
revoluciona la etiopatogenia de esta enfermedad, sino que, cuando se valide, tendra
implicaciones relevantes en el manejo de los pacientes con agenesia de cava, precisamente



para evitar nuevos eventos trombaticos.

Agenesia de vena cava en pacientes Budapest 3 homocigotos
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En segundo lugar, la mirada a la naturaleza siempre tiene que hacerse atendiendo a la clinica.
Todas aquellas caracteristicas clinicas que sean especialmente destacadas deben investigarse.
Este era el caso de esta familia. Su clinica trombdtica era especialmente grave. Es sin duda la
familia con trombofilia mas grave que yo he llegado a ver. Todos los miembros adultos con
deficiencia de antitrombina tenian trombosis tempranas, idiopdticas y recurrentes, en la
mayoria de los casos con consecuencias fatales. La caracterizacién bioquimica y molecular
podria haber dado por concluido el estudio de esta familia, ya que la mutacion identificada,
que afecta al coddn iniciador de la traduccién, la metionina 1, justificaria completamente la
ausencia de proteina variante en el plasma, la deficiencia tipo | que tienen los portadores. Pero
tenia que haber algo mas que explicara la clinica tan grave. Por ello, aunque tuvimos ciertas
dudas, decidimos expresar esta variante en un modelo recombinante. Dudas porque lo
razonable era pensar que la mutacién del coddn que inicia la traduccién no produjera ningin
tipo de proteina. Por ello, nuestra sorpresa fue comprobar analizando el interior de la célula
que no solo se producian altas cantidades de proteina, sino que ademas era mas pequefia, sin
que apenas fuera secretada al medio de cultivo. La explicacidn de este hallazgo fue sencilla. El
ribosoma cuando escanea el RNA mensajero, se para en una secuencia, llamada Kozak en
honor a su descubridora, Marylin Kozak que contiene entre otras secuencias el coddn iniciador
AUG. Si este coddn se muta, como en nuestra familia, el ribosoma sigue leyendo y avanzando
hasta el siguiente punto de inicio, que para la antitrombina est4 49 codones aguas abajo,
detras de la region que codifica el péptido sefial. La consecuencia, comprobada mediante
microscopia electrénica, es que la ruta de la proteina silvestre, que entra en el reticulo
endopldasmico donde se glicosila, pasa al Golgi y se secreta, se altera completamente en la
proteina mutada, que sin péptido sefal se queda en el citoplasma y no se glicosila. Tenemos
por tanto una proteina que basicamente es antitrombina pero que en realidad es
completamente diferente, no solo por ser mds pequefia y no tener glicosilacion, sobre todo



porque alcanza una localizacidn que no es normal y donde va a ejercer nuevas funciones, como
hemos comprobado mediante un array de expresién. Por tanto, esta mutacién, ademas de la
perdida de funcién confiere una ganancia de funcién que explica la gravedad clinica de los
portadores.

f | t F ¥

s b6 O GOh o o

VA1 WE12 IVE13 VR4 VIS IVETE VAT W18 Ve W20 Thrombosis a

-1 V-2' V-3 V-4 ves VS VT V-8 V-9

p.Metllle AUG $ $ . « B
1 ISV Njbg  Ni1k7 N4

i n " €53 —§5— Cl127
. i 40 ——55 """ (160

v

SR L N |

WT ATG TAT TCC

Mut ATT TAT TCC
WT Mut

Lisado celular

Nueva funcién proteina diferente
Mas pequefia, sin glicosilacion
Localizacién anémala T 5 A e
Navarro-Ferndndez & de la Morena et al. Oncotarget 2018

Finalmente, la mirada a la naturaleza obliga a afrontar los retos. De nuestra cohorte de 370
pacientes no relacionados con deficiencia de antitrombina, tras realizar los estudios
moleculares pertinentes en el gen codificante, identificamos alteraciones moleculares que
explican la deficiencia en la mayoria de los casos, el 76%. Pero en el 24% de los casos no
identificdbamos ningun defecto en SERPINC1. Estos fueron los casos que inmediatamente
llamaron nuestra atencién y a los que hemos dedicado mayor esfuerzo, porque esperabamos
encontrar nuevos mecanismos implicados en este desorden.
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Y el primer logro lo conseguimos estudiando la proteina plasmatica de estos casos. La Dra de la
Morena-Barrio, se dio cuenta que un porcentaje importante de estos casos, el 27%,
presentaba una antitrombina aberrante en plasma. ¢ Cémo explicar una forma aberrante si no
existen alteraciones en el gen codificante? La respuesta de Maria Eugenia fue acertada: debe
ser causada por un defecto en una modificacién post-traduccional. Y como la antitrombina
solo presenta glicosilacidn, Maria Eugenia comprobé su hipétesis, tratando el plasma de estos
pacientes con N-glicosidasa F que elimina todos los glicanos. Como pueden ver, este
experimento demostrd que estos pacientes tenian un desorden de glicosilacidn. No
pensabamos que este desorden fuera especifico de una sola proteina y efectivamente,
analizando otras proteinas como la antitripsina, confirmamos que existia un desorden de
glicosilacion global. Nuestra cabeza fue inmediatamente a los libros clasicos buscando qué
desorden provoca una hipoglicosilacion como esta, y encontramos un desorden
extraordinariamente raro y heterogéneo molecularmente que se engloba en los llamados
trastornos congénitos de glicosilacién o CDG. Los CDGs se diagnostican habitualmente en nifios
con graves manifestaciones clinicas multiorganicas que incluyen el retraso psicomotor. Por
tanto, comparamos el perfil de hipoglicosilacidon de nuestros pacientes con el de pacientes
CDG. Y resultado fue rotundo. Nuestros pacientes tenian el mismo patrén. Nos sudaron las
manos porque nuestros pacientes no eran nifios, no tenian retraso psicomotor y la trombosis
era su principal manifestacion clinica. Teniamos que estar absolutamente seguros. Por ello,
recurrimos al gold estandar del diagnéstico de CDG, el andlisis de las glicoformas de
transferrina, y lo hicimos por dos métodos diferentes HPLC y Q-TOF. jLos resultados
confirmaron que nuestros pacientes eran CDGs! Presentaban aumentos patoldgicos de asialo y
disialo transferrina. La prueba final de que habiamos descubierto nuevos CDGs fue la
identificacidon en nuestros pacientes de alteraciones moleculares en los genes implicados en
CDGs, implicados en la ruta de N-glicosilacién. Por tanto, nuestro estudio no solo identificd que
los desdrdenes de glicosilacion (con una clinica inusual) constituyen una nueva trombofilia,



sino que es una evidencia rotunda de que los trastornos de glicosilacion estan subestimados y
se abren mas alld del campo de la pediatria.

Desdrdenes de glicosilacion: nuevo mecanismo implicado en deficiencia de
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de la Morena-Barrio et al. JTH 2016

Y el mejor modelo es el caso ALG12-CDG identificado con esta aproximacion. Hasta la fecha
solo habia 10 casos ALG12-CDG descritos en el mundo. Todos con retraso psicomotor,
dimorfismo facial, defectos de coagulacion (incluida la deficiencia de antitrombina) y con otras
manifestaciones clinicas ya mas heterogéneas como cardiopatias o defectos esqueléticos. Pues
el caso identificado en nuestra cohorte era efectivamente un modelo en todo su sentido. Les
presento a nuestra modelo, una joven que termind sus estudios en la Universidad de Murcia y
ahora es profesora, que baila casi como una profesional, pero que también ha tenido, ademas
de la deficiencia de antitrombina, graves manifestaciones clinicas que requirieron de
intervencidn, una cardiopatia congénita y una escoliosis grave, pero que ninguno de los
especialistas que la trataron asociaron con una base molecular comun, su desorden de
glicosilacion.
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Y este campo también nos ha dado grandes satisfacciones por sus implicaciones terapéuticas.
Fue de nuevo un caso, de una mujer diagnosticada de Crohn con graves problemas
gastrointestinales que el tratamiento con bioldgicos no solo no mejord, sino que contribuyd a
un tromboembolismo pulmonar. La paciente presentaba una la deficiencia de antitrombina,
causada por hipoglicosilacion. En este caso debida a una heterocigosis compuesta en el gen
MPI. Este es uno de los primeros genes implicados en la ruta de formacion del precursor del
glicano y que tiene una particularidad importante: es de los pocos CDGs tratables, ya que la
suplementacion oral con manosa compensa el problema genético como se ha comprobado en
casos anteriores. Nos costd convencer al medico responsable, pero finalmente la paciente fue
tratada con manosa oral. Una cucharada de este azlcar no solo permitio restablecer los
niveles normales de antitrombina, sino que provocd una mejora muy significativa de los
sintomas gastrointestinales que sin duda eran causados por la malabsorcion inducida por el
trastorno de glicosilacién.
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Finalmente, en estos retos como conocer el mecanismo de los casos que todavia no tienen
explicacion, el apoyo, que no la pleitesia, de la nueva tecnologia es altamente recomendable.
Nos quedan todavia un 19% de casos sin base molecular conocida. Quizas porque los métodos
de estudio que hemos empleado no sean suficientemente buenos, sensibles, o tengan
limitaciones. Recientemente se ha desarrollado un nuevo sistema de secuenciacidn masiva de
tercera generacidon basado en secuencias muy largas (de hasta 2.5 Mb) sin manipulacién del
ADN. Belén de la Morena-Barrio se fue a Cambridge a formarse en esta nueva metodologia, la
implantd en nuestro servicio con excelentes resultados que no puedo detallar pero que le han
permitido defender hace dos semanas una tesis doctoral internacional brillante.

Para nuestro reto particular, Belén analizé con esta tecnologia 11 casos con deficiencia de
antitrombina en los que los métodos, puedo ya decir clasicos de analisis molecular, la
secuenciacion Sanger de los 7 exones y regiones flanqueantes, la secuenciacién completa del
gen por NGS, el MLPAy el array de CGH no identificé ningun defecto. Tampoco estos 11 casos
tenian trastornos de glicosilacién. Pues bien, en dos de estos pacientes, Belén encontrd con
este método la insercion de lo que después, mediante ensamblaje de novo y verificacidn por
PCR, confirmé se trataba de un nuevo retrotransposén de 2.4 Kb insertado en el intrén 6 de
SERPINCL1. Con este hallazgo se identifica un nuevo mecanismo causante de la deficiencia de
antitrombina no detectado con métodos moleculares clasicos y se aumenta el catdlogo de
desordenes causados por la insercion de estos elementos mdviles tan frecuentes en el genoma
y tan esquivos, que posiblemente tengan gran peso en muchas enfermedades somdticas y
germinales.
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En conclusién, quiero remarcar que el estudio de elementos claves de diferentes sistemas
siempre es importante y apasionante. Que los pacientes son una excelente fuente de
informacidn y que siempre son reales. Nuestro espiritu investigador nos debe llevar mas alla
de lo obvio y saber ver indicios. Que siempre hay que tener en cuenta la diversidad clinica, y
gue nos tenemos que enfrentar a los retos con originalidad y aprovechando los avances
tecnoldgicos

Siguiendo estas pautas, para un desorden viejo y raro como es la deficiencia de antitrombina,
hemos sido capaces de constatar la limitacién de métodos diagndsticos, identificar nuevos
defectos moleculares, descubrir nuevos mecanismos, e implicar a este desorden en otras
patologias. Por tanto, todavia le queda una larga vida a la antitrombina.

Y todo ello ha sido posible gracias a mucha gente. Especialmente nuestro grupo, formado por
las hermanas de la Morena-Barrio, sin duda algo genético tiene que haber en esta familia que
despierta la imaginacion, la inteligencia y buen hacer; A Carlos Bravo, Rosa Cifuentes, a dos
técnicos de laboratorio, figuras indispensables en investigacion e injustamente tratadas, José
Padilla, y especialmente Toni Mifiano que ha estado implicada en todos los proyectos que les
he comentado y que es clave en nuestro grupo. Y por supuesto a todo nuestro grupo de
Hematologia y Oncologia Clinica. Ademas, estos trabajos no se habrian realizado sin la
colaboracién de muchos hematélogos de media Espaiia y parte de Europa que han aportado
pacientes e ideas, y sin el apoyo institucional que los financia: la fundacién Séneca, el ISCIII, el
IMIB y la Sociedad Espafiola de Hemostasia y Trombosis. Y por supuesto todo ha sido posible
gracias a la generosidad de los que me han dado tiempo y apoyo, desde que eran pequefios y
han ido creciendo, oyendo hablar de antitrombina en las cenas o desayunos y en algun que
otro cuento que me inventaba para hacerles dormir.



