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RESUMEN
Introduccién: El higado juega un papel central en el sistema hemostatico.'® El
sistema de coagulacion en los pacientes con cirrosis se encuentra en un estado de
“rebalance”. La observacion de trombofilias heredadas (deficiencia de proteina C, S,
AT, mutacion FVL, del gen de la protrombina, polimorfismos MTHFR C677T, A1298C
y polimorfismo ECA-1), aumenta el riesgo de trombosis de la vena porta en pacientes
con cirrosis y sugiere que la hipercoagulabilidad puede jugar un papel en la
trombosis de la arteria hepatica después del trasplante de higado.
Objetivo: caracterizar el perfil de trombofilia del paciente pediatrico con cirrosis e
insuficiencia hepatica del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de
Occidente.
Material y Métodos: se realizd estudio en pacientes pediatricos portadores de
cirrosis e insuficiencia hepatica del Hospital de Pediatria. Se determinaron por
coagulometria actividad de proteinas anticoagulantes proteina C, proteina S vy
antitrombina y del factor VIII y por técnica de PCR las mutaciones del panel de
trombofilia que incluyen factor V de Leiden, mutaciéon del gen de la protrombina,
polimorfismo MTHFR C677T y MTHFR A1298C y polimorfismo D/D ECA-1.

Resultados: fueron 25 nifios, 13 masculinos, 12 femeninos; la media de edad fue
50.76+46.96 (4-189) meses. La principal causa de cirrosis fue la atresia de vias
biliares (72%). La distribucién en base al Child Pugh fue estadio A 24%, estadio B
48% y estadio C 28%. Se indentificaron varias alteraciones del perfil de trombilia,
deficiencia de proteina C (56%), déficit de proteina S (12%), deficiencia de
antritrombina (36%), la principal mutacion identificada fue polimorfismo D/D ECA-1
en el 34.7%, el polimorfismo MTHFR C677T fue la segunda causa con 21.7%,
MTHFR A1298C en el 8.6% y heterocigoto compuesto MTHFR C677T/A1298C en

17.3%. Se documento factor VIII elevado en el 92% de la poblacién.

Conclusiones: las principales alteraciones en hepatopatia cronica son elevacion del
factor VIl y deficiencia de proteinas anticoagulantes, asi como trombocitopenia,

corroborando asi el estado de rebalance en este grupo de pacientes.



MARCO TEORICO

CIRROSIS HEPATICA

Las enfermedades crénicas y terminales del higado se han establecido, desde
hace varios afios, entre las primeras 10 causas de morbimortalidad en nuestro pais.
Es por ello que las instituciones y los hospitales particulares han incrementado su
interés en ellas y en los diversos abordajes para su manejo y han apoyado la
investigacion y la formacién de recursos humanos para intentar su curacion. 23 |a
incidencia de cirrosis hepatica reportada en adultos es de 16.99/ 100000 personas
por afio en el Reino Unido. *

Las complicaciones de la cirrosis, expresion ultima de las enfermedades del
higado, son una fuente de egreso econémico, tanto para los pacientes como para las
instituciones. 2

La cirrosis es el estadio final de todas las enfermedades hepaticas crénicas
progresivas. Es un proceso difuso caracterizado por la pérdida de parénquima
hepatico, formacion de septos fibrosos y de ndédulos de regeneracidn que causan la
distorsién de la arquitectura y anatomia vascular normal. > °

Actualmente se considera que la cirrosis es una enfermedad dinamica y
potencialmente reversible en estadios iniciales. Hay dos fases, la cirrosis
compensada y la descompensada, cada una de ellas con prondstico distinto y
diferente supervivencia. *©

La valoraciéon adecuada del prondstico de vida en pacientes portadores de
cirrosis es de gran relevancia clinica, en cuanto contribuye a tomar decisiones de
manejo en diferentes escenarios clinicos tales como la indicacién de cirugia, shunt
portosistémico intrahepatico transyugular (TIPS) o trasplante hepatico (TH). En los
ultimos cincuenta afios se han desarrollado diversas herramientas clinicas con este
propésito. Una de las mas conocidas y utilizadas es la escala de Child-Pugh, disefa-

da en 1964 por Child y Turcotte y posteriormente modificada por Pugh. °



Puntuacién de CHILD-PUGH

1 2
Bilirrubina (mg/dl) <4 4-10 > 103
Albumina (g/dl) >3,5 2,8-3,5 <28
INR <17 1,7-2,3 >2,3
Ascitis Ausente Responde a diuréticos Ascitis refractaria
Encefalopatia Ausente Grado |-l Grado llI-IV

La puntuacion de Child-Pugh (5-15 puntos) es el resultado de la suma de la puntuacion de
cada una de las 5 variables. De esa forma se determina:

A: 5-6 puntos; mortalidad 0% a 1 afio y 15% a los 2 afios;

B: 7-9 puntos; mortalidad 20% a 1 afic y 40% a los 2 afios;

C: 10-15 puntos; mortalidad 55% a 1 afio y 65% a los 2 afios.

El trasplante hepatico es la unica opcion de tratamiento con excelentes
resultados a largo plazo para pacientes con enfermedad hepatica terminal y aquellos
con falla hepatica aguda que no mejoran con tratamiento médico. " ® ° Sin duda
alguna el trasplante hepatico es uno de los grandes logros de la medicina en la
segunda mitad del siglo XX. Los pacientes pediatricos, particularmente labiles y con
las peores condiciones pretrasplante, han significado siempre uno de los mas
grandes retos quirurgicos y han sido el motor de muchas de las innovaciones
técnicas en esta disciplina. No es de extrafarse que el primer trasplante hepatico en
humanos intentado por Starzl en 1963, fue precisamente en un nifio de tres afos de
edad con atresia de vias biliares, que fallecié durante la cirugia. Sus primeros casos
exitosos en 1967, también fueron receptores pediatricos. En la actualidad,
aproximadamente de 10 a 15% de todos los trasplantes hepaticos realizados en el
mundo se llevan a cabo en pacientes menores de 18 afios de edad. "%

La sobrevida fue muy limitada hasta la década de los ochenta cuando se
incrementd a 60% a un afo. Adelantos en la preservacion de o6rganos, manejo
transoperatorio, experiencia en la técnica quirdrgica, nuevos y mas seguros
inmunosupresores, asi como reconocimiento y tratamiento oportuno de las
complicaciones permitieron que la sobrevida mejorara aun mas declarandose en
1983 que el TH dejaba de ser un procedimiento experimental para convertise en una

modalidad terapéutica. Desde entonces este procedimiento se realiza en multiples



centros a nivel mundial con sobrevidas, en centros con gran experiencia, de 85-95%
aun afo. "

La seleccién de los candidatos para recibir un TH debe incluir de forma
preponderante un analisis del riego-beneficio, tomando en cuenta la factibilidad de
recurrencia de la enfermedad hepatica de base y los riesgos asociados a la
inmunosupresion (por ejemplo, aumento en el riesgo de infecciones, neoplasias,
etc.). La sola presencia de cirrosis hepatica, en ausencia de complicaciones como
ascitis, encefalopatia hepatica, peritonitis bacteriana espontanea y sangrado variceal,
no representa una indicacién suficiente para ser sometido a TH, a pesar de ello, el
paciente con cirrosis compensada presenta una sobrevida menor en comparacion
con la poblacion sana. ®

La aparicion de las complicaciones antes mencionadas o el empeoramiento de
la funcidén hepatica son predictores importantes de la disminucion en la supervivencia
del paciente cirrético y representan indicaciones para ser enviados a un centro de
trasplante. °

La selecciéon adecuada del receptor es fundamental para el éxito del
procedimiento. Un comité evaluador constituido por cirujanos, hepatologos,
intensivistas, infectélogos, psiquiatras, coordinadores sociales, etc., es ampliamente
recomendado. ’

Indicaciones y contraindicaciones del trasplante en pediatria

Las indicaciones para un trasplante hepatico en nifos son completamente
diferentes que en los adultos. En los adultos las dos causas mas frecuentes son
cirrosis secundaria al virus de la hepatitis C y cirrosis alcohdlica. En los nifios las
enfermedades colestasicas son las mas frecuentes, con la atresia de vias biliares
(AVB) condicionando cerca de 60% del total de los casos, seguidas de las hepatitis
fulminantes (15%) y los problemas metabdlicos (10%). Todos los otros
padecimientos no constituyen mas de 10 a 15% de los casos. '

Datos recientemente publicados por el grupo de Estudios para el Trasplante
Hepatico Pediatrico (Studies for Pediatric Liver Transplantation SPLIT), que agrupa a
38 centros de trasplante y mas de 1,761 receptores pediatricos de Estados Unidos y

Canada, muestran que la enfermedad colestasica fue la indicacion mas frecuente



con 55.6% del total de los casos, de los cuales, 41.6% fue por AVB. La falla hepatica
fulminante fue la segunda causa con 12.4%, y de ellos no se conoci6 la etiologia en
89.7%. La indicacion mas frecuente en el grupo de las enfermedades metabdlicas
(11.9%) fue la deficiencia de alfa-1-antitripsina, seguido por los defectos en el ciclo
de la urea. Los tumores comprendieron 4.7% del total de los casos, siendo el mas

frecuente el hepatoblastoma, seguido del hemangioendotelioma. ™

Causas mas frecuentes de trasplante hepatico en nifios

Enfermedades colestasicas Falla hepatica aguda o fulminante
Atresia de vias biliares Hepatitis virales (A, B, C, delta, E, criptogénica)

Hipoplasia de vias biliares Drogas o toxicos (acetaminofeno, depocane, aminitatoxina)
Sindrome de Alagille Enfermedad de Wilson fulminante

Colangitis esclerosante Trombosis de la arteria hepatica

Quiste de colédoco (enfermedad de Caroli) Falla primaria del injerto

Hepatitis neonatal
Enfermedad de Byler
Colestasis familiar idiopatica
Fibrosis hepatica congeénita

Enfermedades metabdlicas con enfermedad Hepatitis

hepética Hepatitis neonatal

Deficiencia de alfa 1 antitripsina (toxoplasmosis, rubéola, CMV, herpesvirus, enterovirus)
Enfermedad de Wilson Hepatitis cronica activa (A, B, C y desconocida)
Tirosinemia Hepatitis autoinmune

Glucogenosis |y IV
Fibrosis quistica
Protoporfiria eritropoyética
Hemocromatosis neonatal

Enfermedades metabdlicas sin enfermedad Tumorales

hepética Hepatob!astoma .
Defectos del ciclo de la urea g:mrf::’:rﬂi?:tmimr
Hiperoxaluria primaria | Histiocitosis X
Hipercolesterolemia familiar

Deficiencia de proteina C

Hemofilia A

Enfermedad de Niemann Pick

Sindrome de Crigler Najjar

Varela F. Rev Invest Clin 2005;57(2):273-282.




Falla hepatica aguda (FHA)

La FHA es una enfermedad que amenza la vida en la cual un nifo
previamente sano progresa rapidamente a disfuncion hepatica severa y falla en la
sintesis hepatica en las 8 semanas al inicio de los sintomas. 12

La FHA es una alteracion de la funcion hepatocelular (sintesis, metabolismo y
desintoxicacién) de forma aguda, en particular, aquella encargada de la sintesis de
factores de coagulacién (caracterizada por un indice internacional normalizado,INR
>1.5) que se asocia con la presencia de encefalopatia hepatica e ictericia en un
sujeto sin dafo hepatico crénico previo y con un padecimiento menor a 26 semanas
de evolucién, el cual conlleva un alto riesgo de mortalidad. La FHA es menos
frecuente en paises desarrollados (la principal causa es dafio hepatico inducico por
farmacos) en comparacion con paises en desarrollo, en donde las principales causas
son las infecciones virales (hepatitis A, By E). °

La etiologia puede variar dependiendo de la zona estudiada, en
Latinoamérica, especificamente en Argentina, se encontré que las principales causas
fueron la infeccién aguda por VHB y la hepatitis autoinmune. °

El reto principal durante las primeras horas de evaluacién ante una FHA es
identificar los pacientes que requeriran un TH, para ello, los criterios del Hospital
King’s College han sido de gran utilidad. A pesar de su alta especificidad (82%),
estos criterios han sido criticados por la baja sensibilidad (68%) para determinar el
pronéstico de la FHA no secundaria a la ingesta de paracetamol. Si se cumplen

todos los criterios, las posibilidades de supervivencia son menores al 10%. °

Criterios del King's College para FHA (Falla hepatica aguda)

Asociado a paracetamol No asociado a paracetamol
pH arterial <7.3 posterior a una adecuada Cualquier grado de encefalopatia hepatica e INR
reanimacion con liquidos >6.5
0 0
Dos de |os siguientes tres criterios: Tres de cinco criterios:
Encefalopatia hepética grado >3 - Edad <10 afios 0 >40 afios
Creatinina sérica >3.4 mg/dL - BT >17 mg/dL
INR >6.5 - Ictericia >7 dias previa a encefalopatia

TP >50 seg o INR >3.5

Etiologia no asociada a paracetamol (dafio
inducido por farmacos, enfermedades
seronegativas)




SISTEMA DE COAGULACION

El sistema de la coagulacion consta de un complejo balance entre
componentes procoagulantes, anticoagulantes y sistema fibrinolitico que funcionan
en el proceso hemostasico y ofrecen una rapida respuesta a la lesiéon endotelial con
depdsito de fibrina, agregacion plaquetaria y formacion del coagulo. En el individuo
sano, los eventos de la coagulacién estan contrarrestados por la actividad
anticoagulante que previene la extension inapropiada del coagulo, minimiza la

isquemia local y promueve la lisis de este una vez se ha alcanzado la hemostasia. 13

Nuevo modelo de la coagulaciéon

Clasicamente el modelo de la coagulacion se ha planteado como una
“cascada” enzimatica que consta de una serie de etapas secuenciales, en las que la
activacion de un factor de la coagulacion estimula al siguiente y cuya finalidad ultima
es la produccion de fibrina, componente estructural del coagulo. Este es el conocido
modelo de las vias intrinseca y extrinseca de la coagulaciéon. A pesar de la
aceptacion que dicho modelo ha tenido durante mucho tiempo, el papel fundamental
del componente celular ha sido descrito en estudios recientes y ahora es bien

entendido que la hemostasia no es posible sin la participacion de las plaquetas. > *

15

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

Factor XII

Factor X1 — Factor Xla Factor VIl a / Factor tisular

FactorIX — |Xa

!

Factor X —» Factor Xa «—————— Factor X

Protrombina——— Trombina

Fibnnogeno — Fibrna




Adicionalmente se ha demostrado que diferentes tipos de células expresan
proteinas procoagulantes, anticoagulantes y receptores para multiples componentes
de la hemostasia, o que ha supuesto un nuevo paradigma para explicar las
reacciones que tienen lugar durante el proceso hemostasico. 13

Segun la vision actual, la coagulacibn se produce en tres etapas
interrelacionadas (figura 1):

Fase 1 de iniciacién: el factor tisular (FT), un componente integral de la
membrana celular, es el principal iniciador de la coagulacion in vivo. Se expresa en
numerosos tipos celulares como los monocitos circulantes, neutrdfilos, fibroblastos y
en células endoteliales. Cuando se presenta una lesion vascular y la sangre entra en
contacto con el subendotelio, se da la interaccion del FT celular con el factor VII
circulante y lo activa. Este complejo (FT-VIla) activa posteriormente los factores IX 'y
X. El factor Xa se combina con el factor Va, proceso que ocurre en la superficie
celular y da como resultado la produccion de trombina en pequenas cantidades, las
cuales participaran en la activacion de las plaquetas y del factor VIII en la siguiente

fase 13,15

Xa

rFVIIa Ii «—

INICTACION

Fase de 2 de amplificacién: la lesion vascular permite que las plaquetas y
componentes plasmaticos entren en contacto con tejidos extravasculares. Una vez
esto sucede, las plaquetas se adhieren a la matriz subendotelial y se activan en

aquellos sitios donde el FT ha sido expuesto. La trombina generada en la fase 1



amplifica la senal procoagulante al actuar como activador de los factores V, Vil y X,

los cuales se ubican en la superficie plaquetaria para servir como mediadores en

reacciones de la siguiente fase. ' '°

AMPLIFICACION

Fase 3 de propagacion: esta fase esta caracterizada por dos fendmenos
principales. En el primero, el complejo tenaza (factor Vllla, factor IXa, calcio [Ca++] y
fosfolipidos) cumple la funcién catalizadora al promover la conversiéon del factor Xa;
en el segundo, el complejo protrombinasa (factor Xa, factor Va, Ca++ y fosfolipidos)
promueve la generacion de grandes cantidades de trombina, las cuales son
necesarias para la formacion de un coagulo resistente a la fibrindlisis. Esto ultimo es
lo que se ha denominado explosion de trombina. El complejo protrombinasa es
fundamental para la etapa final de esta fase gracias a que es 300 000 veces mas
activo que el factor Xa en lo que respecta a la catalisis de la protrombina. '3 '°

La trombina generada a partir de esto es la encargada de la activacion del
factor Xlll y del inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina (TAFI), sustancias
que ayudan a conseguir y mantener la estabilidad del coagulo. ™

Se puede afirmar, entonces, que este modelo contempla una via unica y la

focalizacion del proceso en las superficies celulares. ™



PROPAGACION

Sistemas anticoagulantes: con el fin de evitar la formacién de cantidades
excesivas de trombina, que son innecesarias y potencialmente perjudiciales, el
sistema hemostasico esta controlado de forma estricta por los anticoagulantes
naturales. Estos compuestos estan localizados en el endotelio vascular, de los que
se destacan el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI, por su sigla en inglés), la
antitrombina y la proteina C.

El TFPI ejerce su funcién al unirse al complejo FT-FVII, con lo que evita que
este active los factores IX y X. La antitrombina tiene una accion doble al actuar
directamente sobre la trombina pero también sobre los factores 1Xa y Xa. La proteina
C se halla en dos formas: la endotelial, que necesita de la trombomodulina para que
actue como receptor al momento de la activacién por la trombina, y la proteina C
circulante, que se une a un receptor endotelial. '

Estos dos componentes permiten la transformacion de proteina C a proteina C
activada, que en presencia de su cofactor, la proteina S, inhibe los factores V y VIII,
disminuyendo la generacion de trombina, ademas de poseer otras propiedades
anticoagulantes o antiinflamatorias. "> '°
Es interesante sefialar que el déficit congénito o adquirido de los sistemas

anticoagulantes naturales favorecen el desarrollo de trombosis.

Fibrindlisis
La fibrinolisis es un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de fibrina

durante el proceso de cicatrizacidn, asi como remover los coagulos intravasculares

10



para impedir la trombosis. El efector final del sistema es la plasmina, que degrada la
fibrina en productos de degradacion del fibrinégeno (PDF y dimero D). La plasmina
es producida a partir de un precursor inactivo, el plasmindégeno, por accion de dos
activadores del plasminégeno: activador tisular (tPA) y activador tipo urocinasa (u-
PA). La regulacion de los activadores tiene lugar por la accion de inhibidores (PAl),
de los que el mas relevante es el PAI-1, mientras que la plasmina circulante es
rapidamente inhibida por la (2-antiplasmina, lo que evita una fibrinolisis sistémica. '°
La fibrinolisis se inicia por el tPA liberado desde el endotelio en respuesta a
diversos estimulos (trombina, oclusion venosa, ejercicio fisico, etc). Una vez liberado
se une a la fibrina donde activa el plasmindgeno a plasmina que degrada la fibrina
del coagulo. La trombina puede activar otro inhibidor fibrinolitico, el TAFI, el cual
elimina residuos de lisina de la fibrina, lo que impide la unién del plasminégeno y
ulterior degradacion del coagulo. > 1°
Todas las proteinas implicadas en este proceso, a excepcion del tPA y PAI-1,

son sintetizadas en el higado. "> °

TAFI

fibrindgeno p Fibrina

oo

P
Plasminogeno m——) Plasmina —-

PDF/DD

AP: Activadores del plasminogeno

PAl-1: Inhibidor activadores del plasmindgeno
o2-AP: c2-anfiplasmina

TAFI: Inhibidor fibrinolitico activado por trombina
PDF. Productos de degradacion del fibrindgeno
DD. Dimero D
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COAGULACION EN LA ENFERMEDAD HEPATICA

El higado juega un papel central en el sistema hemostatico porque produce la
mayoria de los factores de coagulacion, anticoagulacion, factores fibrinoliticos, y
proteinas que se encuentran en el plasma. En consecuencia, las enfermedades
hepaticas cronicas o agudas con frecuencia tienen un profundo impacto en el
sistema hemostatico. '’

El higado cumple multiples roles en la coagulacion sanguinea, tanto en la
hemostasia primaria como secundaria. Es el lugar donde se sintetiza el fibrindgeno y
todos los factores de la coagulacion Il, V, VII, IX, X, Xl, Xl y XIllI, excepto el factor
VIII, que es sintetizado principalmente por las células endoteliales sinusoidales y, en
menor cantidad, por células endoteliales del pulmodn, riidn, bazo y cerebro. 13

El perfil hemostatico de un paciente con insuficiencia hepatica normalmente
incluye trombocitopenia, reduccién de los niveles de factores de coagulacion e
inhibidores, niveles reducidos de proteinas fibrinoliticas, y el aumento en los niveles
plasmaticos de factor de coagulacion VIl y factor de vonWillebrand (FvW). Ademas,
pueden estar presentes defectos en la funcion plaquetaria. Es importante destactar
que, la actividad procoagulante de las plaquetas, tal como se evaluo en ensayos de
generacion de trombina esta completamente preservada en pacientes con cirrosis. 1
Defectos funcionales de factores dependientes de la vitamina K, asi como de
fibrindgeno tienen relevancia. Los niveles elevados de marcadores de activacion de
plaquetas, trombina y generacion de fibrina, y la fibrindlisis son comunes en
pacientes con enfermedad hepatica, pero debido a que estas proteinas se eliminan
por el higado, niveles elevados pueden indicar una eliminacién defectuosa, que se
debe principalmente a la reducida masa de hepatocitos, contribuyendo también la
reduccion del flujo sanguineo a través del higado enfermo. Los niveles plasmaticos
elevados de estos marcadores de activacion pueden en parte reflejar, una
coagulacion intravascular diseminada de bajo grado, con la activacion concomitante
de la fibrindlisis. '* "

Se ha de senalar que las etiologias de la enfermedad hepatica son diversas y
que existen diferencias en los cambios hemostaticos segun estas etiologias. La

coagulopatia de la insuficiencia hepatica aguda difiere en cierta medida del de la
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insuficiencia hepatica cronica, asi como entre los pacientes con colestasis y
enfermedad hepatica sin colestasis. En pacientes con insuficiencia hepatica aguda,
la trombocitopenia es menos comun que en la cirrosis, la disminucion en plasma de
los factores de coagulacion es mas severa en la insuficiencia hepatica aguda, y la
fibrindlisis esta presente en cirrosis. En pacientes con enfermedad hepatica
colestasica el balance hemostastico es generalmente mas preservado en

comparacioén con los pacientes con enfermedad no colestasica. 16

Hemostasia primaria

Aproximadamente un tercio de los pacientes con enfermedad hepatica crénica
desarrolla trombocitopenia, la cual empeora a medida que progresa la enfermedad.
En pacientes con cirrosis avanzada, hasta el 90% de las plaquetas pueden ser
almacenadas en el bazo; sin embargo, en estos pacientes el recuento de plaquetas
periféricas, por lo general, permanece solo moderadamente disminuido. Otros
mecanismos que estan implicados en este fendmeno son la produccion disminuida
de trombopoyetina por el higado y la vida media plaquetaria reducida, relacionada
con la presencia de anticuerpos contra las glicoproteina (GP) llb-llla y GP Ib/l
producidos por los linfocitos B, especialmente en las cirrosis causadas por el virus de
la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis C (VHC), la cirrosis biliar primaria y la
colangitis esclerosante primaria. '

En los pacientes con cirrosis por alcohol, la produccion de las plaquetas esta
alterada por el déficit de acido félico y por los efectos toxicos del etanol en la
megacariopoyesis. '°

El virus de la hepatitis C (VHC) también esta asociado con un efecto
mielosupresor que podria sumarse a las lesiones mencionadas previamente. Las
alteraciones plaquetarias no se limitan exclusivamente a la disminucion en su
numero, también pueden encontrarse algunos cambios funcionales como la menor
produccion de tromboxano A2, defectos en la GPlb, agregacion alterada en
respuesta al difosfato de adenosina (ADP), acido araquidénico, colageno y trombina,
lo que refleja probablemente mecanismos alterados de transduccion de sefales y

disminucién en el numero de receptores plaquetarios funcionales como consecuencia
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de la protedlisis por la plasmina. Adicional a esto, la produccion excesiva por parte
del endotelio de algunos inhibidores de la agregacion plaquetaria como el 6xido
nitrico y las prostaciclinas, ademas de la protedlisis plaquetaria por la plasmina,
contribuyen a la alteracion en la activacion de estas células. 13

Por su parte, en la hemostasia primaria del paciente cirrético, el FVYW se
encuentra elevado de tal manera que puede alcanzar hasta 10 veces el valor normal
y actuar como un elemento compensador para las alteraciones plaquetarias en

numero y funcion. '3

Hemostasia secundaria

Como se menciond previamente, el higado es el 6rgano donde se sintetizan la
mayoria de los factores de coagulacion, por lo que se puede encontrar una alteracion
numeérica o funcional de estos en enfermedades hepaticas cronicas.

Los factores de la coagulacidon dependientes de la vitamina K, la protrombina y
los factores VII, IX y X pueden estar alterados tanto cuantitativa como
cualitativamente a consecuencia de la disminucion de la y-carboxilacion, la cual
afecta la conversion de residuos de acido glutamico a acido y-carboxiglutamico en
los precursores proteicos. La reduccidn de esta actividad enzimatica se debe a la
deficiencia de vitamina K o a la alteracion en la sintesis de la carboxilasa
dependiente de vitamina K en el higado. Cuando el proceso de y-carboxilacion falla,
se sintetizan proteinas inertes denominadas proteinas inducidas por ausencia de
vitamina K (PIVKA , por su sigla en inglés), que no pueden ser ligadas por los
puentes de calcio. ™

El fibrinbgeno es un reactante de fase aguda y permanece en niveles
normales, e incluso elevados, en pacientes con enfermedad hepatica leve a
moderada, mientras que los niveles disminuidos relacionados con una menor sintesis
son vistos unicamente en enfermedad cronica severa o falla hepatica aguda. A pesar
de estas altas concentraciones, entre el 60% y el 70% de este compuesto es no
funcional ya que tiene un contenido excesivo de acido sialico y cadenas a anormales,
lo que altera su polimerizacion y hace que este aumento en la cantidad no resulte en

la mayor formacién de fibrina. ™
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Alteraciones en el sistema fibrinolitico

La cirrosis, al igual que otras enfermedades hepaticas crdonicas, esta asociada
con bajos niveles de plasminégeno, a2 antiplasmina, inhibidor de plasmina, factor XIl|
y TAFI, pero con concentraciones aumentadas de PAI-1 y tPA, este ultimo debido a
la disminucién de su eliminacion y al aumento de la liberacion por el endotelio
activado.

El balance del sistema fibrinolitico es de gran importancia para evitar la
generacion no deseada de plasmina; es asi como la perturbacion de dicho balance
puede resultar en hiper o hipofibrindlisis, que pueden asociarse con eventos
hemorragicos o trombdticos, respectivamente. De manera clasica, en los pacientes
cirrdticos se ha descrito un estado de hiperfibrindlisis; sin embargo, la evidencia de
dicho estado aun no se valida del todo ya que esta afirmacion se basa en las
mediciones de componentes individuales mas que en pruebas globales, lo que no
brinda una imagen completa del complejo balance fibrinolitico, regulado de manera
estrecha por los activadores y antiactivadores. Ultimamente se le ha prestado mucha
atencion al papel que el TAFI desempefia; se ha postulado que bajos niveles de este
inhibidor podrian explicar la hiperfibrindlisis en los pacientes cirréticos. ™

Lisman evaluo dicha hipdtesis a través de la medicion de componentes
individuales y con el uso de pruebas globales que estimaban la capacidad fibrinolitica
total. Concluyo que la deficiencia de TAFI en cirréticos no esta asociada con
hiperfibrindlisis; en cambio sugirié que al igual que en la coagulacion, en este sistema
se logra un nuevo balance entre los factores pro y antifibrinoliticos. A pesar de esto,
la controversia no ha sido resuelta debido a que otros autores han reportado
resultados opuestos de una relacién entre TAFI e hiperfibrindlisis.

La creencia generalizada de que la enfermedad hepatica esta asociada con
una tendencia a la hemorragia se apoya en observaciones que muestran que las
complicaciones hemorragicas son comunes en pacientes con enfermedad hepatica
avanzada. Sin embargo, el problema de sangrado mas relevante en pacientes con
cirrosis son las varices esofagicas, se considera que son principalmente

consecuencia de anomalias vasculares locales, asi como una mayor presién arterial
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esplacnica, siendo cuestionable el papel del trastorno de la hemostasia en estos
pacientes. Otras complicaciones hemorragicas, incluyendo hematomas, purpura,
epistaxis, hemorragia gingival, menorragia, y hemorragia asociada a procedimientos
invasivos, puede estar relacionada con la hemostasia defectuosa. 16

Curiosamente, la extension de la coagulopatia, medida por el tiempo de
protrombina o indice normalizado internacional (INR) no parece predictivo de
complicaciones de sangrado. En pacientes con insuficiencia hepatica aguda, en los
que el tiempo de protrombina es frecuentemente mas prolongado que en pacientes
con cirrosis, las complicaciones hemorragicas espontaneas son poco frecuentes
(5%). Los procedimientos invasivos como colocacién de catéteres intravenosos o una
monitorizacion de presion intracraneal pueden resultar en sangrados graves. Sin
embargo la mayoria de los pacientes reciben cantidades sustanciales de plasma
fresco congelado antes, que puede provocar el sangrado mediante la mejora de la
presion intracraneal debido a sobrecarga de volumen. '

Las complicaciones de la enfermedad hepatica pueden agravar la
coagulopatia y contribuir asi a la tendencia hemorragica. Las infecciones bacterianas
son comunes en pacientes con cirrosis y son una causa importante de mortalidad,
pero también se asocian con un aumento en el riesgo de hemorragia. '

La insuficiencia renal también complica con frecuencia la enfermedad
hepatica, que también puede agravar las anormalidades hemostaticas. Varios
estudios en pacientes sometidos a trasplante de higado han demostrado que la
funcién renal es un predictor importante de pérdida de sangre intraoperatoria y la
necesidad de trasfusion. '

Las pruebas de laboratorio de rutina de la hemostasia, como el conteo
plaquetario, el tiempo de protrombina y el tiempo parcial de tromboplastina activada
son con frecuencia anormales en pacientes con enfermedad hepatica. La
combinacion de trombocitopenia con un tiempo de protrombina y tiempo parcial de
tromboplastina activada son sugestivos de wuna diatesis hemorragica, vy
tradicionalmente se asume que los pacientes con insuficiencia hepatica estan en
riesgo de hemorragia como resultado de estos cambios hemostaticos. En

consecuencia, es practica comun en muchos centros para corregir profilacticamente
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un tiempo de protrombina prolongado y tiempo parcial de tromboplastina activada
antes de procedimiento invasivos, la administracién de plasma fresco congelado. '
Paralelo a estos hallazgos se postula que el sistema de coagulacion en los
pacientes con cirrosis se encuentra en un estado de “rebalance” que, si bien es mas
precario que en las personas sanas, les permite funcionar adecuadamente aun en
situaciones de estrés significativo siempre y cuando se ajuste el recuento plaquetario
y el hematocrito a los niveles apropiados para su condicién. Como las pruebas
comunmente utilizadas para la evaluacion del estado de coagulacion de estos
pacientes no muestran este nuevo rebalance ya que se centran en las alteraciones
del componente procoagulante, no deben considerarse herramientas utiles para la
prediccion del riesgo de sangrado o de complicaciones trombaticas; por ende, no es

apropiada la toma de decisiones con base en la alteracién de sus resultados. '

“REBALANCE” HEMOSTASICO EN CIRROSIS

El medio de un paciente con enfermedad hepatica, la hemostasis global se
reequilibra debido a las alteraciones tanto en el proceso pro y anti-hemostatico, pero
es probablemente menos estable que en el individuo sano. ' %

Los pacientes con enfermedad hepatica cronica presentan alteraciones de la
coagulacion, tanto de las vias procoagulantes como anticoagulantes. Aunque las
pruebas hemostasicas rutinarias como el recuento de plaquetas, tiempo de
protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) e INR pueden
indicar una tendencia hacia el sangrado, diferentes estudios han demostrado que sus
valores no se asocian con ni predicen el riesgo de presentar trombosis o hemorragia,
con lo que se demuestra poca efectividad y correlacién clinica, especialmente si se
toma en cuenta que los examenes de laboratorio actuales no brindan una mirada
integral al sistema de coagulacién. ™ 617

En pacientes con cirrosis, el sistema de hemostasia se encuentra en un
estado de “rebalance”, ya que los cambios en alguna de estas vias generan, a su
vez, cambios compensatorios en la otra. Es frecuente observar trombocitopenia y
defectos en la funcion de las plaquetas; sin embargo, estos problemas son

compensados por los niveles elevados de FVW y la disminucion en los niveles de la
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proteasa encargada de la degradacion de este factor. El resultado de esto es una
mejora en la adhesion plaquetaria, evidenciado en las pruebas in vitro. 13.17

Se ha demostrado que los pacientes con cirrosis tienen intacta la capacidad
para producir trombina. Adicional a esto, existe en los pacientes con enfermedad
hepatica cronica una resistencia intrinseca a la accién de la trombomodulina, el
activador fisioldgico de la proteina C.

Finalmente, los niveles reducidos de los inhibidores de la fibrindlisis estan
balanceados, al menos de manera parcial, con los niveles disminuidos de factores
profibrinoliticos, en particular el plasminogeno. 13

El efecto de todos estos cambios es un sistema hemostasico con un nuevo
balance, pero aun funcional. No obstante, este balance es mas precario e inestable
comparado con el de un individuo sano, de tal manera que es posible que pequenos
cambios en alguno de sus componentes puedan alterarlo; esto podria explicar la
presentacion de complicaciones como sangrado o trombosis. 13

Una consecuencia clinica importante del concepto hemostasia reequilibrada
en la enfermedad hepatica, se refiere no sélo a una trasfusién restrictiva durante el
trasplante, sino también a la correccion profilatica de la hemostasia anormal antes de
otros procedimientos invasivos, tales como extracciéon dental, la biopsia hepatica y

otros. 1

Pruebas de laboratorio

A pesar de su uso ampliamente difundido, se ha demostrado que las pruebas
utilizadas para evaluar la hemostasia primaria y secundaria en pacientes con cirrosis
no son de utilidad en la practica clinica por su poco valor como predictores de riesgo
de sangrado, particularmente por que estas se afectan cuando los niveles de factores
procoagulantes se encuentran entre un 30%-40% de sus valores normales. °

El tiempo de sangria, considerado de larga data como el examen adecuado
para la evaluacion de la hemostasia primaria, es prolongado hasta en el 40% de los
pacientes con cirrosis; sin embargo, la relevancia clinica de dicho hallazgo no ha sido
claramente establecida. Estudios que evaluaron el papel de la desmopresina en el

tratamiento estandar de pacientes con cirrosis encontraron que a pesar de que dicho
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farmaco disminuyo el tiempo de sangria, no logro reducir el sangrado en pacientes
que sometidos a procedimientos de alto riesgo como la hepatectomia; tampoco
disminuyo la tasa de hemorragia variceal, lo que indica que la correccion del tiempo
de sangria no resulta necesariamente en mejoria de la hemostasia primaria. 13

El TP evalua la via intrinseca de la coagulacion detectando deficiencias de
factores de coagulacion I, V, VII, X'y fibrinégeno, mientras que el TTPa evalua la via
extrinseca. Esta prueba identifica la deficiencia de todos los factores de la
coagulacion excepto los factores VIl y XIIl. EI TP y el TTPa no reflejan de manera
adecuada el nuevo balance en la coagulacidon que se desarrolla en los pacientes con
enfermedad hepatica, porque estos solo miden la fase procoagulante y en las
hepatopatias crénicas también hay una disminucion de los anticoagulantes naturales.
Para que ejerza toda su funcion anticoagulante, la proteina C debe ser activada por
la trombina y que este proceso sea aumentado por la trombomodulina, glicoproteina
que se encuentra en las células endoteliales. A su vez, la trombomodulina necesita
ser activada por glucosaminoglucanos endoteliales como el heparan-sulfato. En este
punto cabe anotar que ni el plasma ni los reactivos utilizados para la realizacion del
TP o TTPa contienen trombomodulina o glucosaminoglucanos, motivo por el cual se
puede afirmar que estas pruebas representan principalmente la trombina generada
por los factores procoagulantes, pero en menor medida la inhibicion ejercida por los
anticoagulantes naturales. '

A pesar de que en los pacientes con cirrosis las pruebas como el TP y el TTPa
permanecen alteradas, cuando el balance entre factores pro y anticoagulantes es
medido por otros métodos que evaluan de forma mas completa el funcionamiento del
sistema de la coagulacion, este resulta ser normal. Es asi como Tripodi y
colaboradores demostraron que la formacién de trombina en los pacientes cirréticos
es normal o no difiere significativamente de la producida por personas sin alteracion
hepatica cuando el recuento plaquetario esta entre 50 000 y 60 000 plaquetas por
mililitro, de modo que su produccion es optima cuando el recuento es igual o mayor a
100 000 plaquetas por mililitro. Por lo tanto, se puede inferir que la coagulacion en
pacientes con cirrosis es normal si los niveles de plaquetas son suficientemente altos

para sostener la generacion normal de trombina; de esta manera se recomienda que
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al momento de realizar procedimientos que generen riesgo moderado de sangrado
en estos pacientes el recuento plaquetario minimo sea de 50 000/uL, mientras que
para procedimientos de riesgo alto este debe estar cerca de los 100 000/uL. 13

También se ha demostrado que bajo condiciones fisiolégicas de flujo, las
plaquetas de pacientes con cirrosis son capaces de interactuar normalmente con el
colageno y el fibrindbgeno, siempre y cuando se ajuste el recuento plaquetario y el
hematocrito a niveles normales; por ende in vivo, los defectos de numero y funcién
plaquetaria parecen no ser tan relevantes como se ha considerado hasta ahora. 13

Inicialmente el INR fue validado para la estandarizacion del TP unicamente en
pacientes que reciben terapia con antagonistas de vitamina K como la warfarina. Sin
embargo, también se usa en la evaluacion de los pacientes con enfermedad
hepatica, e incluso hace parte del modelo para la prediccion de supervivencia en
pacientes con enfermedad hepatica en estado terminal (MELD, por su sigla en
inglés). El problema radica en el uso del indice internacional de sensibilidad (ISI)
para el calculo del INR, que genera una variabilidad interlaboratorio entre el 25% vy el
78% en la media del INR de pacientes con enfermedad hepatica.

Adicionalmente el ISI no esta validado en pacientes cirrticos en quienes la
coagulopatia es mas compleja, ya que ademas de compartir las deficiencias de
factores de la coagulacion que presentan los pacientes anticoagulados, también
tienen deficiencias de factor VV y de sintesis del fibrinégeno.

Dicho lo anterior, es mas apropiado pensar que la historia de sangrados
previos, la presencia y el tamano de las varices esofagicas, el grado de hipertension
portal y las comorbilidades tales como la falla renal o anemia, tienen un mayor valor
predictivo de sangrado en pacientes cirréticos que la alteracion de los examenes de
coagulacién rutinarios.

Nuevas pruebas

El analizador de funcion plaquetaria (FPA, por su sigla en inglés) es una
prueba (o test) rapida e in vitro que permite la medicidén cuantitativa de la hemostasia
primaria. Este dispositivo funciona con sangre que fluye constantemente en un

sistema vacumm a través de un capilar y una apertura microscopica recubierta por
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colageno y agonistas. El tiempo que demore en cerrar la apertura es un indicador de
adhesién y agregacion plaquetaria. ™

Tripodi y colaboradores emplearon la prueba de generacion de trombina que,
como su nombre lo indica, esta disefiada para investigar la generacion de esta
peptidasa en presencia de inhibidores de la coagulacion. En dicha prueba se activa
la coagulacion con pequenas cantidades de factor tisular como desencadenante y
fosfolipidos como sustitutos de plaquetas. Mediante esta prueba se obtiene la curva
de generacién de trombina, que es una grafica de su concentracion contra el tiempo,
en la que se determina el potencial endégeno de este factor, que es la cantidad de
trombina que una muestra de plasma puede generar bajo las condiciones de la
prueba y que representa el balance entre factores procoagulantes y anticoagulantes.
Es la prueba que mas se acerca a las condiciones in vivo, aunque requiere de mayor
investigacion y validacion. '

La cirrosis hepatica se acompafia de anomalias en la hemostasia y
coagulacion que generalmente dan lugar a la apariciéon de fendbmenos hemorragicos,
no obstante en ocasiones se crean estados de hipercoagulabilidad con el resultado

de trombosis venosa pronfunda y/o embolia pulmonar. '

Antihemostatico Prohemostatico
Hemostasia Trombocitopenia VWF elevado
primaria Disfuncionplaquetaria ADAMTS 13 disminuido
Factores procoagulantes bajos A FVillelevado
(ILV, VIL, IX, XIT) Proteinas anticoagulantes
Fibrinogeno bajo bajas (PC,PS, AT)
Coagulacion Disfibrinogenemia Via TFPl deteriorada
Antiplasminogeno bajo
TAFIbajo Plasmindgenobajo
Fibrindlisis tPA alto PAIl-1 elevado
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HIPERCOAGULACION EN ENFERMEDAD HEPATICA

Contrario al paradigma por el que la cirrosis se consideraba una enfermedad
en la que la tendencia de los pacientes era principalmente hacia el sangrado,
actualmente se ha demostrado que coexiste un estado de hipercoagulabilidad que se
manifiesta con desenlaces trombdticos micro o macrovasculares pocas veces
atribuidos a esta condicion. ' 1619

La evidencia clinica de hipercoagulabilidad sobre la base de las
complicaciones de sangrado clinico en pacientes con cirrosis y las pruebas de
laboratorio de hipocoagulacion tales como tiempo de protrombina prolongado y
tiempo de tromboplastina parcial activado, ha sido durante mucho tiempo asumido
que estos pacientes estan “anti-coagulados” y por lo tanto protegidos contra
enfermedad trombdtica. Estudios recientes han demostrado que los pacientes con
enfermedad hepatica si desarrollan trombosis venosa profunda y embolia pulmonar
en tasas apreciables (entre 0.5% y 1.9%). Ademas, en gran estudio poblacional, los
pacientes con enfermedad hepatica se han mostrado a mayor riesgo de desarrollo de
trombosis venosa en comparacion con personas sanas. '°

La deficiencia de factores procoagulantes en enfermedad hepatica cronica
pudiese ser la responsable de la tendencia al sangrado de los pacientes con cirrosis.
No obstante, también se ha demostrado una disminuciéon en la produccion de
anticoagulantes enddégenos como la proteina C, proteina S, trombomodulina y tPA.
Ademas, en la cirrosis se presenta una reduccion en la produccion proteica, que se
traduce en una reserva disminuida de factores hacia ambos lados del sistema, lo que
a su vez reduce la capacidad de compensar incluso pequenas variaciones en la
hemostasia sanguinea, que en ocasiones favorece un estado de hipercoagulabilidad.
Un ejemplo seria la disminucion en las reservas de proteina C: pequenas deficiencias
de esta generan alteracion del balance hemostasico y favorecen el estado
protrombético. ' 16

La cirrosis se asocia con un desequilibrio procoagulante, este desequilibrio se
cree que se debe a la disminucion de la proteina C y el aumento de factor VIII. Para
probar esta hipétesis Tripodi et al 2013 analizaron el plasma de 50 pacientes con

cirrosis antes y después de la adicion in vitro de la proteina C purificada que
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pretende restaurar los niveles normales. Como resultados encontraron que el nivel
de proteina C antes de la adicion fue de 40% y aument6 a 156% después de la
adicion (P <0.001). Los resultados proporcionan evidencia de que bajos niveles de
proteina C contribuye al desequilibrio procoagulante en el plasma de pacientes con
cirrosis. Considerando que estos hallazgos pueden tener implicaciones clinicas en la
profilaxis de la trombosis en estos pacientes. 2

En la cirrosis se presenta un estado constante de vasodilatacién sistémica.
Este afecta especialmente el lecho esplacnico, situacion que contribuye al desarrollo
de estasis vascular, la cual se acompana de altas concentraciones de factores
procoagulantes. De esta manera aporta a la alta prevalencia de trombosis portal.
Como manifestaciones clinicas del predominio del estado de hipercoagulabilidad se
encuentra la enfermedad trombdtica macrovascular, que puede presentarse como
tromboembolismo pulmonar (TEP), trombosis venosa profunda (TVP) o trombosis de
la vena porta. Debido a que en la practica clinica se le da mayor importancia a la
deteccion de las anormalidades en la coagulacién que favorezcan el sangrado, este
fendbmeno muy pocas veces se diagnostica antes de que se presenten dichos
desenlaces. ™

Otra manifestacion es la trombosis microvascular, cuyas principales
caracteristicas son la hipertension portal y portopulmonar. Posiblemente su
fisiopatologia se explica por la pérdida de la barrera endotelial, lo que activa la
cascada de la coagulacién y expone el musculo liso a sefiales de vasoconstriccion,
proliferacion y trombosis, con el posterior desarrollo de arteriopatia. La presencia de
microtrombos en |la microvasculatura hepatica se ha asociado con mayor inflamacién
hepatica, fibrosis y rapido establecimiento de cirrosis, fendmeno que hace parte del
proceso denominado extincién de parénquima. ™

El tromboembolismo venoso (TEV) en pacientes con cirrosis es reconocido
cada vez mas como un problema clinico, y los métodos ideales de profilaxis,
tratamiento y seguimiento de TEV en esta poblacion de pacientes todavia no se han
determinado. Aunque la hemorragia ha sido considerada tradicionalmente como la
complicacion hemostatica mas frecuente y grave de la enfermedad del higado, cada

vez hay mas conciencia de que una relacion normalizada internacional (INR) elevado
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en pacientes con cirrosis puede no ser protectora de la trombosis. De hecho, la
hipercoagulabilidad es ahora un aspecto reconocido de la enfermedad hepatica. 19

Varios centros han intentado evaluar el riesgo de TEV (tromboembolismo
venoso) en pacientes con cirrosis. La incidencia de trombosis venosa profunda (TVP)
o embolia pulmonary (EP) en pacientes hospitalizados con cirrosis mostré una
variacion de 0.5 a 6.3%. Los resultados han sido contradictorios. '°

La patogénesis de la enfermedad tromboembdlica venosa (TEV) en cirrosis es
complejo e implica varios factores, tanto cambios enddgenos asociados con cirrosis
con aumento de los niveles de los factores VIl y también la limitada actividad de la
proteina C en ausencia del receptor endotelial trombomodulina y por lo tanto no
puede ejercer la actividad anti-coagulante. %'

Walker 2005 en el estudio Portal vein thrombosis: what is the role of genetics?,
refiere que la trombosis de la vena porta asociada o no a cirrosis tiene una etiologia
multifactorial. De los factores sistémicos hereditarios la deficiencia de antitrombina,
deficiencia de proteina C y deficiencia de proteina S son relativamente raros, pero se
asocian con un alto riesgo de trombosis. Recientemente las mutaciones del factor V
Leiden (FVL), protrombina G20210A y homocigosis para el polimorfismo C677T de la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) han demostrado ser mas comunes, pero
se asocian con un menor riesgo de trombosis de las deficiencias hereditarias de
proteinas anticoagulantes. Se estima que estas deficiencias a aumentar el riesgo
trombosis venosa profunda en aproximadamente 10 veces. La prevalencia de dichas
mutaciones y deficiencias difiere en relacion a la poblacion estudiada. La
identificacion de una trombofilia hereditaria asociada con VTP en el futuro pueden ser
considerados en relacion con el uso y la duracién de la terapia anticoagulante. %

Garcia-Fuster et al 2007, refiere que la enfermedad tromboembdlica venosa
es poco frecuente en la cirrosis hepatica, no estando su tratamiento contemplado en
las guias del American College of Chest Physicians, o que motivo un estudio para
documentar la experiencia del Hospital Clinico Universitario de Valencia de pacientes
cirréticos con enfermedad tromboembdlica de enero de 1992 a diciembre del 2007,
reportando una serie de 2074 pacientes, 17 con enfermedad tromboembdlica venosa

no esplacnica (0.8% de Ilos pacientes cirréticos), observando en ellos
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hipoalbuminemia, disminucion de factores anticoagulantes (antitrombina lll, proteina
C y proteina S), presencia de anticuerpos antifosfolipidos e hiperhomocisteinemia,
asi como la presencia de factores de riesgo adquiridos, presentando complicaciones
hemorragicas graves el 35% de los pacientes tras la anticoagulacion. 18

La identificacion de marcadores de la coagulabilidad y el seguimiento de la
terapia de anticoagulacion en la cirrosis es problematica, no hay recomendaciones
para guiar la practica en este sentido. En la revisidn realizada por Buresi et al 2012,
se concluye que existe evidencia a favor de un mayor riesgo de enfermedad
tromboembolica en la cirrosis. *°

Wu et al 2010, evaluaron el riesgo de tromboembolismo venoso (TEV) en
pacientes con cirrosis comparado con pacientes sin cirrosis, se evalud el impacto de
TEV en la mortalidad hospitalaria y la estancia intrahospitalaria. Como resultados los
pacientes con cirrosis compensada y descompensada estaban en mayor riesgo de
TEV hasta la edad de 45 afios. Después de los 45 afos de edad, la cirrosis
compensada se asocié con una modesta disminucién de la probabilidad de TEV. %

Aldawood et al 2011, realizaron un estudio en cual el objetivo fue determinar la
incidencia y factores predictores de TEV (tromboembolia venosa) y examinar la
practica de la profilaxis para la trombosis venosa profunda en los pacientes cirréticos
hospitalizados. Fue un estudio de cohorte en un hospital de tercer nivel, se
incluyeron todos los pacientes con diagndstico de cirrosis hepatica que ingresaron a
hospitalizacion de enero a diciembre del 2009, agrupados en pacientes cirréticos sin
TEV vy cirréticos con TEV. Se incluyeron 226 pacientes cirroticos, 6 pacientes
desarrollaron TEV (2.7%), 76% de los pacientes cirréticos no habian recibido
profilaxis para la TVP. Concluyendo que los pacientes cirréticos estan en riesgo de
desarrollar TEV y que el uso de la profilaxis es subdptima. '

Northup et al 2006, realizan un estudio con el objetivo de determinar la
incidencia y factores predictivos para TEV, trombosis venosa profunda y embolia
pulmonar en pacientes hospitalizados con cirrosis. Se incluyeron 21 000 con
diagnéstico de cirrosis hospitalizados del periodo de 1993 al 2001, documentando en
113 pacientes hospitalizados con cirrosis un evento reciente de TEV. Los resultados

mostraron que un 0.5% de los pacientes hospitalizados con cirrosis tuvo un evento
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de TEV, el valor de INR y el recuento plaquetario no fueron predictivos de TEV, la
albumina sérica fue significativamente menor en los casos que en los controles.
Concluyendo que los niveles bajo de albumina pueden estar en relacion a un menor
nivel de anticoagulantes enddgenos, y que la coagulopatia propia de la enfermedad
hepatica crénica no protege del todo a los pacientes con cirrosis de eventos de TEV.
24

Dabbagh et al 2010, evaluaron la incidencia de TEV en pacientes
hospitalizados con enfermedad hepatica cronica y su relacién con el valor de INR,
fue un estudio realizado en un hospital de tercer nivel, se incluyeron 190 pacientes
adultos que ingresaron con diagnostico primario de enfermedad hepatica crénica
durante un periodo de 7 afos y que presentaron un evento de TEV durante su
estancia, se consideraron factores de riesgo ya conocidos para tromboembolia
venosa (obesidad, malignidad, evento previo de TEV, edad mayor a 70 afos,
hipercoagulabilidad, cirugia y esteroides), se dividieron los pacientes en grupos en
base a nivel de INR, se compararon los eventos de TEV y el uso de profilaxis. Como
resultados se obtuvieron que 12 de ellos desarrollaron eventos de TEV, con reporte
de una incidencia de 6.3%; no hubo diferencia en el valor de INR en relacion a la
presencia de TEV; un paciente se encontraba en estadio Child A, tres pacientes con
Child B y 8 pacientes con Child C, no hubo relacién con un estado de
hipercoagulabilidad. Concluyendo que la auto-anticoagulacion de la enfermedad
hepatica no protege contra los eventos de tromoboembolia y que el uso de profilaxia
es extremadamente baja en esta poblacién.

Tripodi et al 2009, en su estudio An imbalance of pro vs anti-coagulation
factors in plasma from patients with cirrhosis, compara el perfil de coagulacién de
individuos sanos con el de pacientes con cirrosis, encontrando una proporcion media
de generacion de trombina mayor en cirrosis que en los controles lo que se tradujo
en una mayor hipercoagulabilidad de plasma de estos pacientes, estableciendo una
correlacion con el estadio de Child Pugh con mayor hipercoagulabilidad en clase C
que de clase A o B; documentdé que los niveles de factor VIII aumentaron
progresivamente con la puntuacion de Child Pugh (de Child Pugh clase A a C), y los

niveles de proteina C mostraron la tendencia opuesta. Concluyendo que la
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hipercoagulabilidad del plasma de pacientes con cirrosis parece resultar de un
aumento en los niveles de factor VIII y disminucién de los niveles de proteina C,
siendo estos hallazgos una posible explicacion para el riesgo de tromboembolismo

venoso en pacientes con enfermedad hepatica cronica. 2

27



TROMBOFILIA

Desde hace varios siglos se conoce que los defectos de la coagulacion
causan enfermedades hemorragicas, pero el estudio de su contraparte, las
enfermedades trombdticas, se ha desarrollado con mayor profundidad hace solo
algunas décadas. Son estos trastornos del sistema de la coagulacion los que
constituyen una de las causas mas comunes de muerte en el mundo, cada afio
mueren alrededor de 2 millones de personas por trombosis, ya sea arterial o venosa.
Ademas se consideran fuente importante de morbilidad en las personas que las
padecen y sobreviven. %’

La trombofilia o estados de hipercoagulabilidad se definen como la
predisposiciéon a formar coagulos de manera inapropiada, los cuales puede originarse
por factores genéticos, cambios adquiridos en el mecanismo de la coagulacién o mas
comUnmente, por interaccidn entre factores genéticos y adquiridos. 2" 28

En 1856, Virchow sefalaba 3 aspectos esenciales para la aparicion de
trombosis: cambios en la pared vascular, anomalias del flujo sanguineo y alteracion
de los factores circulantes que condicionan un estado de hipercoagulabilidad. Estos
aspectos dan lugar a la conocida triada de Virchow, la cual se mantiene vigente en la
actualidad para explicar los fendomenos trombéticos. ™ %/

Los eventos trombéticos durante la infancia y la nifiez se reconocen cada vez
como una fuente importante de mortalidad y morbilidad de por vida. El Registro
Canadiense de Trombofilia en la Infancia documentd una tasa de mortalidad del 16%
en nifos con trombosis venosa. La morbilidad es también sustancial, con eventos

tromboticos recurrentes en 8.1 % de los nifios. 2°

Epidemiologia

La incidencia real de la trombofilia primaria no se conoce bien, puesto que aun
no se establecen todas las alteraciones genéticas que ocasionan una tendencia. 30

La incidencia global de eventos trombadticos venosos en nifios se estima entre
0,7 y 1,9 por cada 100 000 nifos; los recién nacidos tienen un riesgo particularmente
alto de eventos trombéticos con una incidencia anual estimada de 0,51/10 000 recién

nacidos. *' Este inherente mayor riesgo se debe presumiblemente a un sistema de
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coagulacion inmaduro marcado por una disminucién actividad de los factores
anticoagulantes incluyendo la antitrombina (ATIII), la proteina C (PC), y la proteina S
(PS). La actividad fibrinolitica también disminuye relativamente en los lactantes, lo
cual se refleja en los niveles de plasminégeno inferiores. A los 6 meses de edad, los
niveles de casi todos los factores de coagulacion de adultos alcanzan valores vy
disminuye el riesgo de trombosis. 2°

Existen diversas condiciones genéticas, adquiridas o ambas, que predisponen
a la formacién y desarrollo inapropiado de coagulos en la luz vascular, a lo que se le
denomino trombofilia. Segun su etiologia se puede clasificar en 2 grupos: trombofilia
primaria o hereditaria, que se define como una tendencia determinada genéticamente
a desarrollar trombosis; y trombofilia secundaria o adquirida, que corresponde a una
serie de trastornos adquiridos en los que existe un mayor riesgo de desarrollar
trombosis, donde se incluyen los procesos tromboembdlicos que resultan de la
interaccion de factores genéticos y ambientales. 2’

Recientemente se han identificado nuevos trastornos como la mutacion del
factor V de Leiden (FVL G1691A), la mutacion G20210A de la protrombina (Fll
G20210A), los polimorfismos C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
y el alelo 4G del activador del plasminégeno inhnibitor-1 (PAI-1), los cuales se asocia

con un mayor riesgo de trombosis venosa. >

Alteraciones de la coagulacién hereditarias

Las alteraciones de la coagulacion hereditarios suelen ser sospechadas en los
nifios con una causa inexplicable para la trombosis, una historia familiar positiva, una
historia de la recurrente de eventos trombdéticos, o trombosis en un lugar inusual. 29

Las alteraciones de la coagulacion hereditarios mas comunes se deben a
mutaciones en el gen del FVL G1691A, del gen del FlIl G20210A, seguido por las
deficiencias de antitrombina, la proteina C y proteina S, y por Ila
hiperhomocisteinemia y disfibrinogenemia. %

La susceptibilidad genética a la trombosis, mas a menudo el resultado de una
combinacion de defectos protrombdticos en lugar de un solo defecto genético.

Herencia conjunta de la mutacién del FVL con deficiencias de proteina C, proteina S,
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o antitrombina, la variante de FIl G20210A, los polimorfismos de la 5,10
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) o con el aumento de la lipoproteina (a)
[Lp(a)]. Otros anomalias hereditarias para que las asociaciones son mas débiles con
eventos trombéticos han sido defectos de plasmindgeno, inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1), y la deficiencia en el cofactor de heparina 2. ?°

Las directrices internacionales recomiendan la deteccién de factores de riesgo
hereditarios y adquiridos como parte importante en el manejo de la trombosis. 3 Su
diagndstico es de gran importancia porque permite realizar profilaxis para evitar el
riesgo de recurrencia e informa sobre la posibilidad de un estado de portador en

cualquier miembro de la familia. %

TROMBOFILIA PRIMARIA

Inhibidores de la coagulacion Mutaciones genéticas

- Déficit de proteina C (PC) - Mutacion G1691A del Factor V (FVLG1691A)

- Déficit de proteina S (PS) - Polimorfismo G20210A del gen del Factor Il (FIIG20210A)
- Déficit de antitrombina (AT). - Polimorfismos de la Enzima Metilentetrahidrofolato

Reductasa (MTHFR): (MTHFRC677T)y (MTHFRA1298C)

- Polimorfismo de los G's repetidos en el promotor del Inhibidor
del Activador del Plasminégeno (PAI-1 5G/4G)

- Polimorfismo de Insercion/Delecion de 287 pb en intron 16 de
la Enzima Convertidora de Angiotensina 1(ECA-1 I/D Int16)

Fuentes C. 2011. Implementacion de un panel para diagndstico molecular de trombofilia. Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente. Tesis para Maestria.

Deficiencia de proteina C (PC)

Stenflo en 1976 identificd la proteina C (PC) como una proteina dependiente
de la vitamina K, y pronto se demostré que tiene propiedades anticoagulantes
después de su activacion por trombina.

En 1981, Griffin et al fueron los primeros en describir la deficiencia de proteina
C heterocigota en una familia con antecedente de trombosis recurrente. Unos afos
mas tarde, la deficiencia de proteina C homocigota se asocié con purpura fulminante
neonatal grave debido a la extensa trombolizaciéon intravascular de la

microvasculatura.' %’
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En cohortes de pacientes de trombosis, se encontréo deficiencia de PC
ligeramente mas a menudo que la deficiencia de ATIII, pero aun en menos de 5% de
los pacientes.

La PC es una glicoproteina tipo serpina (inhibidor serin proteasa) de sintesis
hepatica que pertenece al grupo de las proteinas dependientes de vitamina K, que
mediante un proceso de carboxilacién convierte el precursor inactivo, PC acarbdxica,
en una molécula funcional. La PC carboxilada circula en el plasma en una
concentracion de 50 a 80 nM y su peso molecular es de aproximadamente 62 kD.
Esta constituida por 2 cadenas polipeptidicas ligadas una con otra por puentes
disulfuros. La cadena de alto peso molecular contiene la zona activa de la molécula,
mientras que la cadena de bajo peso molecular contiene los residuos gamma
carboxiglutamicos necesarios para la fijacion al calcio y fosfolipidos. Como otros
factores de la coagulacidn, se encuentra en el plasma en forma de proenzima. Su
transformacién en enzima activa requiere la presencia de trombina, calcio y
fosfolipidos. Esta activacion dependiente de trombina es potencializada por la
trombomodulina presente en el endotelio y es inhibida por el inhibidor de la PC y la
alfa 1 antitripsina. %’

En estado activo, la PC regula el proceso de coagulacidon al neutralizar la
actividad procoagulante de los cofactores V activado (Va) y VIII activado (Vllla) en
presencia de PS. De esta forma ayuda a limitar la extension del trombo, actuando
como el principal regulador del proceso de coagulacion. 27

La PC activada no solo desempeiia una funcién importante en el proceso de
coagulacion, sino que también favorece el incremento de la fibrindlisis por inhibicién
del inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), del activador tisular del
plasminégeno (tPA) y de la uroquinasa. La PC activada y el PAI-1 se unen y forman
un complejo que interactua con la fibrina para bloquear la liberaciéon del PAI-1 del
endotelio. ?’

La deficiencia de PC puede ser causada por la disminucion en la sintesis de la
molécula, lo que provoca un descenso en los niveles de la proteina y su funcion
(deficiencia de proteina C tipo 1); o por la presencia de una proteina anémala desde

el punto de vista funcional, pero con niveles cuantitativos normales (deficiencia de
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proteina C tipo 2). Esta ultima puede subdividirse en 2 tipos: el 2a y el 2b, segun se
ponga de manifiesto la alteracion cuando se determina con el método coagulativo o
amidolitico. ' 2729

La deficiencia de PC es una alteracion autosémica dominante con penetrancia
variable, que se localiza en el cromosoma 2. Su expresién genética puede ser
homocigota o heterocigota y su prevalencia es muy variable, tanto en controles
sanos como en pacientes con trombosis. 27

Miletich et al, encontraron que en la forma heterocigota uno de cada 200 o 300
adultos sanos eran portadores de esta deficiencia. En pacientes con
hipercoagulabilidad y trombosis venosa la frecuencia es aproximadamente del 5 % y
esta asociada con el 50 % de posibilidades de tener una trombosis antes de los 30 o
40 anos. La morbilidad aumenta con la edad avanzada y cuando los pacientes tienen
un riesgo elevado de eventos trombodticos. La trombosis venosa profunda es la
manifestacion clinica mas frecuente. ' 2’

En algunos estudios familiares se ha visto que los miembros afectados tienen
de 3 a 7 veces mas riesgo de sufrir una trombosis venosa que la poblacion no
afectada, con un gradiente de riesgo de acuerdo con los niveles de la proteina. Sin
ignorar la gran variabilidad de la expresion clinica que se observa en las diferentes
familias, en algunos casos los cuadros trombdticos son escasos y afectan a pocos
miembros, aunque la anomalia esté ampliamente representada. *’

En las familias con expresion homocigota de la deficiencia, la mortalidad es
mas elevada y se presenta como un estado purpurico fulminante, condicién de
extrema gravedad que suele ser incompatible con la vida del recién nacido. Esta
condicién afecta de 1 a 2 recién nacidos por cada 1 000 000 de nacimientos. %’

Las deficiencias adquiridas se han observado fundamentalmente en
afecciones hepaticas como las hepatitis agudas o cronicas, en la cirrosis hepatica, en
tratamientos con medicamentos antivitamina K, coagulacion intravascular
diseminada, infecciones agudas o bacterianas de forma transitoria, especialmente en
portadores heterocigoticos, distrés respiratorio del adulto, estados posoperatorios y

en procesos inflamatorios agudos.
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Para el diagnostico de esta deficiencia se recomienda el estudio familiar y en
caso de valores limites repetir las determinaciones por la gran variabilidad de
factores que pueden influir en los niveles de esta proteina. Para ello es necesario
emplear un ensayo funcional (cromogénico o coagulométrico) con la presencia de un
activador especifico de la PC extraido del veneno de vibora Agkistrodon c contortrix.
27

Deficiencia de proteina S (PS)

En 1977, Di Scipio et al, descubrieron una proteina vitamina K dependiente a
la que llamaron proteina S (PS). Tres afios mas tarde, Walker demostré que actuaba
como cofactor de la PC aumentando su capacidad de inactivar el FVa. %’

La PS es una glicoproteina dependiente de vitamina K de 70 kD sin actividad
proteolitica. Su unica cadena polipeptidica contiene aproximadamente el 7 % de
hidratos de carbono y su concentracion plasmatica es de alrededor de 25 mg/L. Se
sintetiza como precursor inactivo en el higado, en células endoteliales,
megacariocitos y células de Leyding testiculares, y su vida media es de 55 horas. La
forma activa se obtiene tras la carboxilacion de los residuos glutamicos por una
carboxilasa dependiente de vitamina K y contiene los residuos gamma
carboxiglutamicos que permiten la unién al calcio. 2" 2% 33

La PS actua como cofactor de la PC activada con la que forma un complejo
estequimétrico 1:1, potenciando la funcién anticoagulante de la PC por incrementar
su afinidad por los fosfolipidos de la membrana. Cuando es modificada por la
trombina pierde su funcién anticoagulante como cofactor de la PC activada, pero
mantiene su afinidad por los fosfolipidos. 2’

La bioquimica de la PS parece ser bastante complicada debido a que forma un
complejo con la proteina que fija la C4b del complemento (proteina fijadora C4b-BP).
Bajo condiciones fisiologicas existe un equilibrio de 2 formas diferentes de la PS: una
que circula en el plasma en forma libre (forma funcionalmente activa) que representa
el 40 % de la PS total con actividad de cofactor de la PC activada (PCA); y otra unida

al C4b- BP que representa el 60 % de la PS total y no actia como cofactor de la PC.
27,33

33



La deficiencia de PS se clasifica en 3 categorias:

- Tipo I: caracterizada por disminucién del nivel antigénico de la PS total y
libre.

- Tipo Il: caracterizado por disminucion de la actividad de la PS asociada con
niveles antigénicos normales de PS total y libre.

- Tipo lll: caracterizada por niveles antigénicos y funcionales de PS libre
disminuidos con niveles normales de PS total.

La deficiencia puede presentarse en alrededor de 1 de cada 20 000 personas,
de forma congénita o adquirida. La base genética de la deficiencia de la proteina S
es heterogenea. Hay mas de 200 mutaciones en PROS1 descritas. Cualquiera de las
2 formas puede aumentar el riesgo tromboembdlico por disminuciéon del potencial
anticoagulante de la sangre e inducir a episodios tromboticos recidivantes. El gen
esta ubicado en el cromosoma 3 y el patrén de herencia es autosémico dominante.
El mismo defecto genético puede dar lugar a diferentes variables fenotipicas y a esto
se une el efecto de las variables adquiridas, sobre todo la edad. El espectro clinico
de trombosis es muy amplio, pero solo el 1 % de todos los fendmenos trombdticos se
debe a esta deficiencia. Desde 1984 se han descrito numerosas familias con
trombofilia asociada con la deficiencia de PS. Aunque el riesgo real de trombosis en
las personas afectadas no se conoce, ya que esta sin determinar su prevalencia en
la poblacién sana, parece ser un factor de riesgo de muerte intrauterina, crecimiento
intrauterino retardado y preclampsia. También se ha asociado con trombosis venosa
profunda recurrente y, aunque la enfermedad arterial es menos frecuente, se han
descrito eventos isquémicos cerebrales en adultos jovenes. %’

El riesgo de trombosis venosa es sujetos con deficiencia de proteina S es de 5
a 10 veces mayor que en familiares sin deficiencia de dicha proteina. La deficiencia
de proteina S tiene una incidencia de trombosis venosa de 0.7% al afio, con un
riesgo de recurrencia anual del 6% al 10%. 3

La deficiencia adquirida puede estar asociada con sindromes inflamatorios con
elevacion de C4b-BP, por ser esta una reactante de fase aguda e influir en los
niveles de PS libres; afecciones hepaticas, sindrome nefrético, tratamientos con

medicamentos antivitamina K, anticonceptivos orales, L-asparaginasa, lupus

34



eritematoso sistémico, anemia falciforme, embarazo, terapias hormonales y mujeres
premenopausicas. %’

Teniendo en cuenta la importancia de estas proteinas anticoagulantes para el
mantenimiento del equilibrio del sistema hemostatico, su diagndstico resulta de gran
importancia aun cuando su deficiencia no presenta una frecuencia elevada, pues
constituye una causa importante de predisposicion en la aparicion de eventos
tromboembdlicos. Ello posibilitaria detectar nuevos portadores o enfermos en las
familias y prevenir eventos que puedan comprometer la calidad de vida. 27

Pintao et al 2013, realizaron un estudio para determinar el riesgo de trombosis
venosa en relacion con los niveles bajos de proteina S libre y total, emplearon un
grupo control, incluyeron 5317 pacientes. Encontraron que los niveles séricos de
proteina S libre por debajo de la percentila 2.5 no incrementan el riesgo de trombosis
venosa; sin embargo niveles muy bajos de proteina S libre (por debajo de percentil
0.1) confiere mayor riesgo de trombosis venosa profunda, no asi los niveles séricos

de proteina S total. *®

Deficiencia de antitrombina (ATIII)

En 1905 Morawitz propuso que la antitrombina (ATIIl) era la responsable de la
pérdida de la actividad de la trombina después de la coagulaciéon sanguinea, pero
tomo hasta 1963 después de un ensayo clinico para ATIlIl en plasma de unos
pacientes que fue conocido. '

La asociacion entre el riesgo de trombosis y la deficiencia de ATIIl fue
reportado por primera vez por Egeberg en 1965, documentando deficiencia de ATIII
en una familia en la que varios miembros sufrieron de trombosis. La antitrombina es
una serpina mutifuncional que inhibe todas las enzimas activas de la via de la
coagulacion. El gen ATIIl ya ha sido localizado, y varios defectos moleculares se han
identificado. La ATIIIl funciona mediante la formacion de un complejo con los factores
de coagulacion activado trombina, Xa, IXa. La formacion de este complejo es
relativamente lenta, pero los glucosaminoglucanos de la familia de heparan sulfato

presentes en el endotelio intacto y la heparina estimulan su actividad inhibitoria. ' 2
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Se han descrito dos tipos principales de la deficiencia de ATIII. Deficiencia tipo
I ATIII es un defecto cuantitativo causado por una mutacién que resulta en la
disminucién de la sintesis y la actividad funcional de ATIII; mientras que la deficiencia
de ATIII tipo 11, es un defecto cualitativo caracterizado por la disminucion de actividad
de ATIII con niveles normales. °

No se ha reporta ningun caso de deficiencia de ATIIl tipo 1 homocigoto
sugiriendo que la deficiencia completa de ATIII es incompatible con la vida. La
deficiencia de ATIII tipo 1 heterocigoto es relativamente rara en la poblacion general
(aproximadamente 1 en 2000) y esto se ha asociado a un incremento en 10 veces el
riesgo de trombosis. Se han descrito un gran numero de mutaciones en el gen de AT
resultando en defectos funcionales o bajos niveles en plasma. '

Aunque es poco frecuente antes de la segunda década de la vida, hay
reportes de casos aislados de complicaciones trombéticas debidas a la deficiencia de
ATIIl en lactantes y nifios. Se han comunicado menos de 60 casos pediatricos de
trombosis venosa asociados con deficiencia heterocigotos de ATIII. Al igual que en
otras formas de trombofilia, el riesgo de desarrollar complicaciones trombaticas
depende del subtipo particular de deficiencia de ATIIl y coexistencia de factores de
riesgo adquiridos o heredados. En una pequefia estudio de casos y controles, las
probabilidades de desarrollar eventos tromboéticos para heterocigotos con deficiencia

de AT eran diez veces mayor que en los nifios con valores normales de ATIII. ?°

PROTEINAS ANTICOAGULANTES

1 -6 meses 6-12meses 1-5anos 6 -10 anos 11-18 anos
AT (%) 81-126 90-132 93-128 92-122 90-119
PS (%) 60-103 61-95 65-99 63-97 69-119
PC (%) 41-115 60-117 63-133 62-134 71-144

Coagulometria. AT: antitrombina, PS: proteina S, PC: proteina C
Appel IM, J Thromb Haemost 2012;10:2264-63.

Mutacién del Factor V de Leiden (FVL G1691A)
En estudios de cohortes de trombosis realizados durante los afios 1980s, la
deficiencias de antitrombina, proteina C, y proteina S fueron identificadas en menos
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del 10% de los pacientes aunque las historias familiares positivas se presentaban en
40% de los casos. Esto sugirié que habia mas factores de riesgo genético que
tendrian que ser identificados, y en 1993 este avance se produjo en con el
descubrimiento de la resistencia de la proteina C activada (APC). ™

Una observacion clave fue que la adicion de APC en el plasma del paciente no
dio lugar a la esperada prolongacién del tiempo de coagulacion. Este fendmeno
impulsé a acunar el término de resistencia APC como una descripcion fenotipica de
la condicién. El trabajo de seguimiento demostré que la resistencia a la PCA era
heredada. En estudios posteriores de cohortes de trombosis, se encontré que la
resistencia a APC era altamente prevalente (20%-60%), y también relativamente
comun en poblaciones sanas de control (5%-10%). Se encontré que un extracto de
proteina de plasma normal era capaz de normalizar la resistencia a la PCA, lo que
llevo a purificar la proteina implicada. A principios de 1994 se informé de que su
identidad era el factor de coagulacién V, lo que sugiere la resistencia a APC es
causada por una mutacion en el gen del FV, la cual es causada por una sustitucion
nucleotidica G por A en posicién 1691 en el gen del factor V humano, lo que se
traduce en un reemplazo a nivel aminoacidico de Arg por GiIn en posicion 506. Pronto
varios laboratorios informaron de forma independiente la busqueda de la misma
mutacion causal en el gen FV, identificando un unico punto de mutacion, que resulta
en la sustitucion de arginina en la posicion 506 por una glutamina. La mutacion del
FV es comunmente conocida como FV Leiden, ya que Bertina et al de la ciudad
holandesa de Leiden fueron los primeros en reportar la mutacion. ™

Aproximadamente 95% de los pacientes con una prueba de resistencia de
proteina C activada positiva tienen la mutacion del factor V de Leiden. El 5% restante
de los casos son atribuibles al uso de anticonceptivos, la presencia de anticoagulante
lipico, u otra mutacion rara en el gen del factor V. 2° 34

En los caucasicos, factor V Leiden es el trastorno hereditario mas comun que
predispone a la trombosis. Un 3% a 8 % de los caucasicos son portadores de la
mutacion del factor V de Leiden y aproximadamente el 0,1 % son homocigotos. En
contraste, esta mutacion es relativamente poco comun en las poblaciones de Africa y

Asia, con una prevalencia combinada de <1%. Majluf et al, documentaron una
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prevalencia en la poblacién mestiza mexicana de 0.85% para esta condicion. *° Los
nifos con mutacién del factor V de Leiden homocigotos o heterocigotos, por lo
general tienen su primer evento tromboético después de la pubertad, con una
incidencia anual estimada de 0,28%. El portador heterocigético del la mutacién del
factor V Leiden aumenta el riesgo de trombosis 5 a 10 veces, mientras que los
individuos homocigotos para dicha mutacion tienen 80 veces mayor riesgo. Los
eventos trombéticos asociados con la mutacién del factor V de Leiden pueden ocurrir

ya sea en la circulacion venosa o arterial. '*2°

Mutacién de la protrombina G20210A (FIIG20210A)

En 1996, Poort et al en Leiden identifican otra mutaciéon como un factor de
riesgo de trombosis venosa. La mutacion puntual corresponde a una sustitucién de G
por A en la posicion 20210 que afecta la regidn 3’ no codificante del gen de la
protrombina. Esta mutacion se asocia con niveles ligeramente elevados en plasma
de protrombina, lo que resulta en un estado de hipercoagulabilidad y una de toda la
vida de 3 a 4 veces mayor riesgo de trombosis. '* ?°

La mutacion se encuentra en 2% a 4% de los individuos sanos en el sur de
Europa, la cual es el doble de la del norte de Europa. La frecuencia de la mutacion
del gen de la protrombina se estima en 2% a 3% en la poblacién caucasica, y 4% a
5% en la poblacion mediterranea, por lo que es el segundo defecto genético
protrombdtico mas prevalente. Quintero et al, reporté una prevalencia en la poblacién
sana mexicana de 3% para ésta mutaciéon. *° El estado homocigoto es
extremadamente raro. En contraste con los homocigotos para la deficiencia de AT,
proteina C y proteina S, que suelen cursar con complicaciones trombéticas graves
temprano en la vida, las personas homocigotas para la mutacion del gen de la
protrombina tienen manifestaciones clinicas menos graves que generalmente se
presentan en la edad adulta. 2° 3

Debido a la amplia gama de valores considerada normal, las concentraciones
de protrombina en plasma no pueden ser utilizadas para el diagndstico de la

mutacion del gen del FIl G20210A. Por lo tanto, se requiere una prueba genética
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utilizando la tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa para identificar este
defecto.

Bucciarelli et al 2013, evaluaron el riesgo de tromboembolismo venoso en los
familiares de quienes son portadores de la mutacion FVL G1691A y la mutacion del
FIl. G20210A, estableciendo que el riesgo de trombosis difiere en base el
polimorfismo genético (heterocigoto u homocigoético) y que la expresiéon clinica es
variable, desde una tromboembolia venosa en una etapa temprana de la vida, un
evento de tromboembolia cuando son mayores y otros permanecen asintomaticos.
Esta variacidn es atribuida a factores individuales como son la existencia combinada
de deficiencia de proteinas anticoagulantes, factores asociados como cirugia,
inmovilizacidon, embarazo, puerperio o0 ingesta de anticonceptivos orales.
Concluyendo que el patron heterocigoto en los familiares tiene un alto riesgo para

tromboembolismo venoso en comparacién con el polimorfismo homocigético. **

Mutacién 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR): MTHFR C677T
y MTHFR A1298C.

El polimorfismo MTHFR es muy comun, con una frecuencia alélica del 60% en
la poblacién caucasica. %°

La homocigosis para el polimorfismo MTHFR se estima entre 5% y 15% de los
caucasicos. Aunque se ha reportado que la mutacion MTHFR aumenta el riesgo de
accidente cerebrovascular en los nifos, los resultados son contradictorios y se basan
en solo unos pocos pequefios estudios observacionales. %

Ademas de la predisposicion genética, los niveles de homocisteina también
son influenciados por consumo de folato, vitamina B12 y vitamina B6. Los
suplementos de vitamina, la cual conlleva riesgos conocidos, parece reducir los
niveles de homocisteina, y ha sugerido que los nifios con antecedentes de accidente
cerebrovascular que son homocigotos para la mutacion MTHFR puede beneficiarse
de los suplementos de vitamina para reducir el riesgo de recurrencia. 2°

Una de las alteraciones genéticas que predisponen a trombosis, y que ha sido
ampliamente estudiada, es la mutacion C677T en el gen que codifica para la enzima

5,10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Asi también, la presencia de la
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mutaciéon A1298C en el mismo gen es considerada como un factor genético que
predispone a trombosis. En la poblacién caucasica, la incidencia de la mutacién
C677T en MTHFR es de aproximadamente 40% para los estados heterocigotos, y de
10% para los homocigotos. Existen informes de que los pacientes trombofilicos
mexicanos que son portadores de estados hetero u homocigotos para la mutacion

C677T en MTHFR, no expresan un aumento de homocisteina plasmatica. >’

Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1)

El inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) es el principal
inhibidor fisiolégico de la actividad del sistema fibrinolitico mediante la inhibicién del
activador del plasminégeno tisular (tPA) y del inhibidor del activador tipo urocinasa
(uPA), por lo que un incremento en su concentracion plasmatica se asocia a eventos
trombdticos. El polimorfismo que consiste en una sola insercion/delecion de una base
guanina en la region promotora en la posicién 675 da como resultado la presencia de
los alelos 4G o 5G y tiene una accioén reguladora de la concentracion plasmatica de
PAI-15,6. Los individuos homocigotos para el alelo 4G (4G/4G), presentan
concentraciones de PAI-1 mas elevadas que los sujetos homocigotos para el alelo
5G (5G/5G); las concentraciones en individuos heterocigotos 4G/5G7 son
intermedias. La delecion del alelo (4G) produce una incapacidad de unirse a una
proteina de represion transcripcional y un incremento en la expresion de PAI-1, lo
cual favorece una disminucion en la actividad del sistema fibrinolitico. *

Isordia et al, documento en poblacion sana mexicana para polimorfismos de
PAI-1, que el genotipo mas frecuente fue el heterocigoto 4G/5G (50,4%), seguido del

homocigoto para 5G (42,5%); el menor fue el homocigoto 4G (7,1%). ¥

Polimorfismo por delecion de la enzima convertidora de angiotensina 1
(ECA-1)

Fuentes et al 2011, propone la implementacion de un panel para diagndstico
molecular de trombofilia en el cual se incluye la determinacion de polimorfismos de la

ECA el cual se fundamenta en los siguiente:
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La trombosis como expresion de disfuncion endotelial es el resultado de una
compleja interrelacidn entre estimulos ambientales, inflamatorios y trombaéticos que
contribuyen a la extension, persistencia del trombo y a eventos cardiovasculares
adversos. Uno de los principales sistemas relacionados con las enfermedades
cardiovasculares es el sistema renina- angiotensina (SRA), cuyas acciones
principales incluyen la regulacion de la presion arterial, remodelacién vascular,
mantenimiento del tono vascular y hemostasia del sodio; dicho sistema se encuentra
regulado por la Angiotensina Il. La enzima Convertidora de Angiotensina-1, que
existe predominantemente en las células del endotelio vascular, juega un importante
rol en la homeostasis circulatoria ya que cataliza la conversidn de Angiotensina | a
Angiotensina II, e inactiva la bradiquinina (un vasodilatador). *®

La Angiotensina Il, es un potente vasopresor que se relaciona directamente
con el control de retencion del agua y la sal. Ahora se conoce también su funcion
como mediador de efectos proinflamatorios vasculares, al estimular la expresion de
moléculas de adhesion como la E-selectina, la VCAM-1 (por sus siglas en inglés,
vascular cell adhesién molecule-1), y la ICAM-1 (por sus siglas en inglés, intracellular
adhesion molecule-1), y de otras moléculas proinflamatorias como el factor nuclear
[1-B (NFIB) que a su vez regula una gran cantidad de genes relacionados con la
inflamacion (quimocinas, citocinas, moléculas de adhesion, ciclooxigenasa, sintetasa
de o6xido nitrico, factor de crecimiento, factor tisular, ciclooxigenasa 2 (COX-2), etc.).
Es asi, que se ha demostrado que la Angiotensina Il es un factor quimiotactico para
monocitos por si mismo, este reclutamiento y la unién de leucocitos circulantes al
endotelio vascular y su posterior migracion al espacio subendotelial, es una
caracteristica de los primeros estudios de la lesion aterosclerética y de infarto agudo
al miocardio. *®

El gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se expande a lo largo
de 21 kb, (26 exones y 25 intrones), se ubica en la region cromosémica 17q23(8,9), y
pertenece al sistema renina-angiotensina (SRA) junto con los genes de la renina, del
angiotensinogeno (AGT), y de los receptores de tipo | y Il de la angiotensina Il
(AGTR1 y AGTR2). La principal funcion de este sistema es la conversion del

angiotensindgeno en angiotensina Il por parte de las enzimas renina y ECA. Las
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poblaciones presentan un polimorfismo de insercion/deleccion (I/D) para este gen,
que involucra la presencia (alelo 1), o la ausencia (alelo D) de una secuencia Alu
repetida de 287 pares de bases en el intron 16. Estas variantes tienen como principal
efecto una alteraciéon de las concentraciones celulares y plasmaticas de la enzima
codificada por este gen, convirtiéndolo en un posible candidato para la
susceptibilidad al desarrollo de afecciones tales como la enfermedad cardiovascular
y las complicaciones cronicas de la diabetes. Estudios acerca de la ECA han
demostrado diferencias en sus niveles plasmaticos segun el genotipo del individuo:
los individuos cuyo genotipo es D/D poseen niveles dos veces mas altos que los
individuos cuyo genotipo es I/l, mientras que los individuos heterocigotas portan
niveles intermedios de la enzima circulante. Varios estudios acerca de este
polimorfismo I/D de la ECA a nivel poblacional demuestran que su prevalencia varia
en los distintos grupos étnicos, y que la frecuencia del alelo D es inferior en las
poblaciones de origen asiatico que en las poblaciones de origen europeo. Zorrilla et
al, documentaron en la poblacién de Montevideo (Uruguay) el genotipo de la ECA
predominante es heterocigota 1/D (50,9%), encontrandose el genotipo homocigota
para la deleccion (D/D) (30,6%) en mayoria con respecto al genotipo homocigota
para la insercion (I/1) (18,5%). *°

De ésta manera, los niveles circulantes de ECA en humanos estan
relacionados con el polimorfismo I/D de su gen. El genotipo DD ha demostrado
generar niveles mas elevados que el I/D o el I/l, estudios recientes sugieren que el
genotipo DD puede estar asociado con un mayor riesgo de enfermedad coronaria.
Una elevada produccion del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) y un
incremento en la agregabilidad de las plaquetas puede explicar el alto riesgo de
trombosis coronaria en sujetos con altos niveles de ECA. %

Por lo anterior, el gen de la ECA, es considerado entonces dentro del espectro
de los genes trombofilicos. El polimorfismo de /D, registré un nexo importante con el
infarto de miocardio en estudios realizados en Francia y E.U.A., mientras que
algunos estudios han relacionado el genotipo D/D con complicaciones durante el

embarazo en mujeres que tenian un historial de preeclampsia trombofilia clasica
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descartada, siendo descrito el genotipo D/D como un factor predictivo de pérdida
fetal. 38

Moreira et al, refiere que el sistema renina —angiotensina (RAS) es ahora
reconocido como un importante modulador de los procesos metabdlicos del cuerpo.
Algunos estudios revelaron que el desequilibrio del RAS parece promover la
fibrogénesis hepatica. La activacién del receptor de angiotensina 1 por angiotensina
Il induce contraccion de las células estrelladas hepaticas y la proliferacién, causa el

estrés oxidativo, la disfuncién endotelial, el crecimiento celular y la inflamacion.

TROMBOFILIA PRIMARIA

SANOS
México Caucasicos
Martinez 3° Magl.g:?ﬁt:intero 38 Zorilla Bjorn '* Parra 3! Zorilla * Primignani %5

PC 1/200 — 1/500 (0.2-0.5%) 1/250 (0.4%)

PS 0% *1 0.2% %

AT 1/300 (0.33%) *° 1% 55

FVL 0.85% 3% 3% 55

FIl G 20210 A 3% 36 2% %5

MTHRFC 677 T 78% 41 10% 31

ECA-1 D/D 6% 39 22% % 37%

PC: prorteina C, PS: proteina S, AT: antitrombina, FVL: Factor V Leiden, Fll: gen de la
protrombina, MTHFR: metiltetrahidrofolato reductasa, ECA-1: enzima convertidora de
angiotensina.

Ruiz Arguelles et al 2001, estudiaron un grupo de 37 mestizos mexicanos con
caracteristicas de trombofilia y 50 controles sanos; documentando 39% con
resistencia a la proteina C activada, 5% con deficiencia de proteina C, y 2% con
deficiencia de proteina S. Se identificaron 4 pacientes heterocigotos para FVL
G1691A, 5 heterocigotos para Fll G20210A, 16 heterocitos y 6 homocigotos para la
mutacion C677T de la MTHFR, encontraron 4 individuos con co-segregacion de
alelos, dos heterocitogotos para FVL G1691A/ FIl G20210A, un heterocigoto para FlI
G20210A/MTHFR C677T y un heterocigoto FIl G20210A, homocigoto para MTHFR
C677T. El riesgo de trombosis calculado fue de 5.94 para FVL G1691A, >7.66 para
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FIl G20210A y 0.44 para MTHFR. La baja prevalencia de la mutacién del FVL
G1691A y alta prevalencia de la mutacion del FIl G20210A contrasta con la
prevalencia identificada en la poblacion caucasica con trombofilia. La alta prevalencia
de la mutacion MTHFR C677T en poblacion sana (78%) y pacientes con trombosis
(61%) no respalda el papel de esta mutacién en la trombogenesis del mestizo
Mexicano.*

Quintero et al 2006, determinaron la prevalencia de los diferentes
polimorfismos de genes trombofilicos en poblacion sana, documentando para la
mutaciéon del FIl G20210A una prevalencia de 3%, para el FVL G1691A un 5%, para
la mutacion MTHFR C677T un 53% heterocigotos y un 20% homocigotos y para el
polimorfismo ECA-1 del 51%.°

Ruiz Arguelles et al 2007, estudiaron un grupo de 100 mestizos mexicanos
con algun marcador clinico de trombofilia, encontrando en el 94% de los casos por lo
menos alguna alteracion, de estos casos con alteracidon la mayoria tuvo dos o mas
condiciones trombofilicas asociadas. Se documento en el 67% la mutacién C677T del
gen MTHFR, el sindrome de las plaquetas pegajosas en 57 %, haplotipo HR2 del gen
FV en el 21%, fenotipo de resistencia a la proteina C actividad en 20%,
antifosfolipidos 15%, mutacion FVL G1691A en 13%, mutacion del gen del FlI
G20210A en 11%, deficiencia de PC en el 7%, deficiencia de PS en 6%, deficiencia
de ATIIl en el 1% y mutacion Hong Kong del gen FV en 1%.*’

Parra-Ortega et al 2009, realizaron en 9 pacientes pediatricos con diagndstico
de trombofilia, 7 sexo masculino, 2 del femenino, edades 1 a 13 afos, estudio las
mutaciones C677T y A1298C en la enzima MTHFR, mutacién FVL G1691A vy FlI
G20210A, asi como determinacion de PC, PS y ATIIl. Todos los pacientes
presentaron coexistencia de mutaciones C677T y A1298C en el gen MTHFR, sdlo
uno de ellos estado homocigoto C677T y heterocigoto para A1298C, los otros 8
pacientes presentaron estados heterocigotos para ambas mutaciones; en ninguno de
ellos se mostr6 mutaciones FVL G1691A y FIl G20210A, ni alteraciones en la
resistencia a la proteina C activada (RPCa), ATIIl y las PC y PS de la coagulacion. *'

En México, Martinez Murillo et al 2010, determinaron la frecuencia de

trombofilia en pacientes menores de 45 afios de edad con antecedente de eventos
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de trombosis, mediante estudios coagulométricos y cromogénicos para determinar
proteinas de la coagulacion (PC, PS, ATIII, resistencia a la proteina C activada) y
estudios de biologia molecular (FVL G1691A, Fll G20210A y polimorfismos de la
MTHFR); reportando una prevalencia total de trombofilia primaria 40.2%, siendo la
mas prevalente la resistencia a la proteina C activada. *

En el Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente, tenemo
como antecedente de trombofilia, el trabajo realizado por Lomas et al 2013, quienes
reportan la frecuencia de las principales trombofilias primarias en pacientes
pediatricos portadores de trombosis venosa portal, la cual fue de 40.6%,
documentando la deficiencia de PC en 1 paciente, la deficiencia de PS en 2
pacientes, no se encontré en ningun paciente el déficit de ATIIl; en 8 de ellos se
documentaron mutaciones genéticas, la principal fue la mutacién del gen MTHFR en
7 pacientes y la mutacion del FlIl G20210A en 1 paciente, no se documenté mutacion
del FVL G1691A.

La deteccion de trombofilia hereditaria es objeto de controversia. Hay
personas que tiene alto riesgo de tromboembolismo venoso, y son ellos quienes se
benefician del cribado. Holzhauer et al 2012, realizaréon un estudio en familiares en
primer y segundo grado de pacientes pediatricos con evento de tromboembolismo
venoso, determinando en ellos niveles de ATIII, PC, PS y mutaciones del FVL
G1691A y Fll G20210A, concluyendo que el riesgo de tromboembolismo venoso fue
mayor entre los miembros de la familia, siendo mas alta entre los portadores de
deficiencia de ATIIl, PC y PS, por lo que se sugiere la deteccién de formas
hereditarias de trombofilia en nifos con tromboembolia venosa y sus familiares, que

puede ser base para realizar una intervencion preventiva en dichos pacientes. **
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TROMBOFILIA PRIMARIA

TROMBOSIS
México México México Caucasicos Cirrosis
Ruiz #! Martinez ¥ (pediatricos) Ruiz 0 Garcia '8
Quintero % Lomas * Primignani 5 Attenucci®?
Parra 3! Ayala 48 Cha !
PC 7% 41 6.9% 30 3.7% 42 5% 40 13% 9!
23% 18
PS 6% 41 2.7% %0 74% % 2% 40 13% °1
239, 18
AT 1% 4 2.7% %0 0% 2 3% 42% 51
23% 18
FVL 13% 4 4.1% % 0% 42 21% 40 2.8% %
FIIG 20210 A 1% 4 2.7% %0 3.7% 42 6% 0 0% 48
MTHRFC677T 67% 4 6.9% (homo) % 25.9% 2 10% 40 30.7% 18
88% 31

ECA-1D/D - 22% % - : =

PC: prorteina C, PS: proteina S, AT: antitrombina, FVL: Factor V Leiden, Fll: gen de la protrombina, MTHFR:
metiltetrahidrofolato reductasa, ECA-1: enzima convertidora de angiotensina.

TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES
HEREDITARIAS

El diagndstico de muchas enfermedades hereditarias necesita una
confirmacion a nivel molecular del defecto genético que presenta el paciente. Una
vez detectada la mutacién y confirmado el diagndstico clinico, podemos determinar
cual es el efecto de dicha mutacion en la proteina codificada (cambio de
conformacién, alteracion o pérdida de funcion, localizacion errénea, disminuciéon en
su expresion, etc.), y asi poder abrir puertas a nuevas terapias dirigidas al defecto
especifico. Se describen los métodos que se emplean para detectar mutaciones en
genes asociados a enfermedades hereditarias. >

La correcta expresion de un gen puede verse afectada por modificaciones
locales (mutaciones o polimorfismos) en la secuencia de DNA del mismo. Hay
diferentes tipos de mutaciones, segun sus efectos sobre los diferentes pasos que
conforman la expresion génica. Cuando el cambio ocurre en la regidn codificante del
gen, podemos hablar, de forma general, de tres tipos de mutaciones: silentes
(aquellas donde, a pesar de que ocurra un cambio de un nucleétido por otro, el
cambio no supone una alteracion en el mensaje codificado por el RNA mensajero, de

forma que la secuencia final de la proteina no se ve alterada), de cambio de sentido
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(cuando ese cambio nucleotidico si afecta al mensaje codificado por la molécula de
RNA haciendo que se sustituya un aminoacido por otro en la cadena polipeptidica;
éste tipo de mutaciones puede afectar gravemente a la conformacion de la proteina
resultante y, por consiguiente, a su actividad o funcion) y sin sentido (aquellas en las
que el cambio introducido hace que en el mMRNA aparezca una sefal de parada
prematura de la sintesis proteica, generando de este modo una proteina truncada,
mas corta que la normal y carente de regiones que pudiesen ser importantes para su
funcién o localizacion. Existen otro tipo de mutaciones como son el caso de las
deleciones (donde una region del gen se elimina completamente), inserciones (donde
ocurre la incorporacion de fragmentos de DNA dentro del mismo gen) y duplicaciones
(cuando una region del gen se incluye varias veces seguidas en la regiéon del mismo,
afectando a su estructura normal). Finalmente, hay otro tipo de mutaciones cuyo

efecto se traduce en un incorrecto procesamiento del RNA mensajero. *2

Metodos de extraccion y purificacion del DNA y RNA

Mediante distintas técnicas podemos purificar el DNA o RNA de diversas
muestras biologicas, entre ellas la sangre de nuestros pacientes. De entre los
distintos métodos a utilizar, el mas sencillo, rapido y limpio es el uso de columnas
que capturan de forma especifica el acido nucleico de interés para nuestro estudio.
Para ello se procede a la lisis controlada de las células sanguineas nucleadas
(linfocitos) con el fin de liberar el contenido celular al medio. Seguidamente, los
extractos celulares se hacen pasar, mediante centrifugacion, por las columnas
especificas que capturan el DNA o RNA. Una vez adheridos a la superficie de estas
columnas, se llevan a cabo diversos pasos de lavado para eliminar el resto de
sustancias no deseadas. Finalmente, se lleva a cabo la elucion de la columna del

DNA o RNA y su recogida para posteriores procesos analiticos. 52

Metodos para detectar mutacion en DNA
En todos ellos el DNA que se va a analizar es primero amplificado mediante la
reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR), que a su vez ya es un método de

deteccion si la mutacién afecta al tamafio del fragmento (insercién o delecion). *
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Reaccion en cadena de la polimerasa

Utilizando la reaccion en cadena de la DNA polimerasa podemos obtener
cantidades adecuadas de un fragmento de DNA para poder analizarlo. Este
procedimiento ha revolucionado el diagndstico molecular ya que, partiendo de una
cantidad pequefia de DNA gendmico del paciente, podemos amplificar distintas
partes de genes en un par de horas. Primero tenemos que sintetizar un par de
cebadores (oligonucledtidos de 15-25 nucledtidos) que reconocen los extremos del
fragmento que queremos amplificar. Luego tenemos que favorecer que ocurra la
sintesis de DNA. Para ello, lo primero que debemos hacer es facilitar la separacion
de las cadenas (desnaturalizacién) del DNA molde. A continuacion, permitir el
apareamiento de los cebadores a su regidon complementaria en el DNA molde vy, por
ultimo, facilitar que una DNA polimerasa resistente a altas temperaturas (como la
DNApolimerasa Taq) lleve a cabo la sintesis (extension) de DNA a partir de los
cuatro desoxirribonucleétidos trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP). Estos tres
pasos constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40 veces permite
obtener, como resultado de un experimento de amplificacion, millones de copias del
fragmento de interés. Todo esto se realiza de forma automatizada. Para ello, los
tubos de reaccion se introducen en un termociclador que de forma automatica realiza
los 40 ciclos de amplificacion. 2

Secuenciacion del DNA

La secuenciacién del DNA consiste en determinar el orden exacto de los
nucleotidos (bases, G, A, T y C) a lo largo de un segmento de DNA. De esta
secuencia se deduce la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. El
método que mas se utiliza es el de Sanger de sintesis de DNA.

El DNA que se va a secuenciar se desnaturaliza y se mezcla con un cebador
(complementario a un sitio en una de las hebras), polimerasa de DNA y los cuatro
nucledtidos (dNTPs). También se afiaden pequefias cantidades de los cuatro
terminadores de la sintesis (ddNTPs) marcados cada uno con un fluoréforo distinto.
Cada vez que uno de ellos se incorpora previene la incorporacion de otros

nucledtidos a la cadena. De esa manera se genera un conjunto de fragmentos de
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DNA marcados con fluorescencia que difieren en tamafo solo en un nucleétido. Los
fragmentos se separan mediante electroforesis en un capilar de un analizador
automatico. Cuando los fragmentos van migrando por el capilar pasan por un rayo
laser que los hace fluorescer. Un detector de fluorescencia graba el orden del color
de las bandas que luego se traduce en la secuencia. Finalmente, la secuencia de los
fragmentos del gen de pacientes se compara con la secuencia normal para
determinar la presencia de mutaciones. 52

Analisis de conformacién de cadenas sencillas de DNA (SSCP)

Es uno de los procedimientos que mas se ha utilizado para detectar
mutaciones. Los exones y parte de los intrones flanqueantes del gen se amplifican
por PCR a partir de DNA de pacientes e individuos sanos. Para obtener resultados
optimos, los fragmentos amplificados deben ser de unos 200 pares de bases.
Después de la amplificacion los fragmentos se desnaturalizan, se enfrian y se
someten a electroforesis.

Cada molécula de DNA de cadena sencilla asume una conformacion
tridimensional que depende de su secuencia de nucledtidos. Las diferentes
conformaciones migran con velocidades distintas durante la electroforesis en gel. Por
lo tanto, por cada fragmento amplificado se visualizaran dos bandas después de tefir
el gel. Un cambio de un solo nucleétido hara que los fragmentos adquieran una

conformacion distinta y por tanto una movilidad diferente en el gel. *
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GENOTIPOS DE TROMBOFILIA

2,2 1,2 1,1
FVL G1691A GIG G/A -
Fll G20210A GIG G/A -
MTHFR C677T TIT CIT CIC
MTHFR A1298C AA C/A c/C
ECA-1 D/D Int 16 D/D I/D I/

FVLG1691A,1=A,2=G,Fll G20210A: 1=A, 2= G, MTHFR C677T: 1=C, 2 =T, MTHFRA1298C: 1=A,2=C,ECA-1:1=1,2=D

MUTACIONES DE RIESGO TROMBOTICO

FVL G1691C Heterocigoto 1 alelo mutado/1 alelo normal

Fll G20210A Heterocigoto 1 alelo mutado/1 alelo normal

MTHFR C677T Homaocigoto 1 alelo mutado/ 1 alelo mutado

MTHFR A1298C Homocigoto 1 alelo mutado/ 1 alelo mutado
MTHFR C677T/ A1298C Heterocigoto compuesto (1 alelo mutado/ 1 alelo normal)/ (1 alelo

mutado/ 1 alelo normal)
ECA-1D/D Int 16 Homocigoto 1 alelo mutado/ 1 alelo mutado

FVL G1691A: mutacion factor V Leiden, FIl G20210A: mutacion del gen de la protrombina, MTHFR C677T y MTHFR A1298C: polimorfismos de
la metiltetrahidrofolato reductasa, ECA-1 D/D: polimorfismo de la enzima convertidora de angiotensina.

TROMBOSIS Y TRASPLANTE HEPATICO

Desde el primer trasplante hepatico ortotépico (THO) realizados en la década
de 1960, las mejoras en la cirugia y técnicas anestésicas, pre y post-operatorio y un
aumento en el grupo de donantes han hecho que sea un procedimiento quirurgico de
rutina. 1% 44
Histéricamente el sangrado fue uno de los principales retos durante el
procedimiento. Sin embargo, también hay cada vez mayor conciencia hacia las
complicaciones trombodticas perioperatorias, que en los algunos casos pueden tener
un desenlace fatal. 4

Tradicionalmente, el receptor de trasplante de higado se considera que esta
en un estado hipocoagulable, como lo demuestra anomalias en las pruebas
hemostaticas de rutina como el recuento de plaquetas, tiempo de protrombina, y
tiempo de tromboplastina parcial activado, y por la masiva necesidad de transfusion
perioperatoria. Sin embargo, el concepto de ser receptor de un trasplante de higado

hipocoagulable no se corresponde con la corriente de observaciones clinicas de los



procedimientos de trasplante de higado con un elevado riesgo de complicaciones
tromboticas. 4

El concepto de "hemostasia reequilibrada” en pacientes con cirrosis hepatica,
asume que el paciente con cirrosis se encuentra en una nuevo y relativamente
inestable balance hemostatico debido a una disminucion concomitante de ambos
vias, pro y anticoagulantes. **

La trombosis relacionada con el higado, en particular, la trombosis portal y de
venas mesentéricas, es comun en pacientes con cirrosis avanzada. Sin embargo, la
observacion de trombofilias heredadas, en particular la mutacion del FIl G20210A,
que aumenta el riesgo de trombosis de la vena porta en pacientes con cirrosis,
sugiere que la hipercoagulabilidad puede jugar un papel en la trombosis de la arteria
hepatica después del trasplante de higado que ha sido considerada como una
complicacion quirurgica, pero en los ultimos datos de laboratorio y clinicos han
implicado un papel para la hipercoagulabilidad en la ocurrencia de estos eventos
tromboticos. '°

Aunque anteriormente algunas de las complicaciones trombaticas de la cirugia
de trasplante de higado se habian atribuido a s6lo a causas quirurgicas, puede ser
que la activaciéon incontrolada del sistema hemostatico también contribuye a la riesgo
trombético, aunque esto ha sido poco estudiado. **

Al respecto de la atribucion de la trombosis a causas qururgicas, Proposito et
al 2001 realiza una revisién de los factores de riesgo para trombosis de la arteria
hepatica en un grupo de pacientes adultos y nifios sometidos a trasplante hepatico
(687 trasplantes ortotopicos de higado), documentando una incidencia global de
2.47%, siendo mayor en nifios con un 5.2% que en adultos con un 2%. No
documentaron asociacion con la técnica quirdrgica, pero si incremento en el riesgo
de trombosis con variables como incompatibilidad a grupo ABO y menor tiempo de
isquemia caliente. *°

Los altos niveles de la proteina de adhesién de plaquetas factor de von
Willebrand, con la baja de los niveles de su regulador ADAMTS13, el incremento en
los niveles del factor VIII de la coagulacion, con disminucién de los niveles

plasmaticos de PC y PS, confieren un mayor potencial para generar trombina; asi

51



como la hipofibrinolisis temporal con incremento de los niveles séricos del activador
del PAI-1, son todos indicativos de un mayor potencial hemostatico después del
trasplante. **

La evidencia clinica sobre la eficacia de la terapia anticoagulante después del
trasplante hepatico es escasa; se ha demostrado una disminucion significativa en el
riesgo de trombosis de la arteria hepatica tardia con la terapia antitrombdtica con
aspirina. Estos hallazgos sugieren que la terapia antihemostatica en la prevencion o
el tratamiento de las complicaciones tromboembdlicas después de un trasplante de
higado puede ser relevante. 4

Los estudios sobre la eficacia y la la seguridad de estas intervenciones son
necesarias ya que muchas de las complicaciones trombadticas tienen un impacto
negativo sobre la supervivencia del injerto y del paciente. *

Un evento tromboembdlico antes o después de un trasplante hepatico
conduce a mayor dificultad en la elegibilidad del trasplante, e incrementa el numero
de pérdidas de injerto, y mayor uso de recursos y costos. *°

Ackermann et al 2012, reporta de una serie de 590 trasplantes hepaticos
realizados, 45 de ellos se complicaron con una trombosis de la arteria hepatica en las
primeras dos semanas después del trasplante, la deteccion fue hecha mediante
ultrasonido Doppler, realizandose procedimiento de revascularizacion en el 77% de
los casos, resultando una sobrevida del 80%.*’

En el contexto de un trasplante hepatico, a los receptores en quienes se
documenten factores de riesgo para trombosis, se les debe realizar la prueba de
resistencia a la proteina C activada. *°

La realizacion de un estudio diagndstico de la coagulacion en receptores de
trasplante hepatico con alto riesgo de trombosis puede mejorar significativamente los
resultados de los candidatos a trasplante hepatico.

Hay diversas trombofilias entre ellas la mutacién del FVL G1691A que pueden
ser adquiridos durante el trasplante hepatico y pueden tener un impacto significativo
en los eventos trombdticos clinicos tras el trasplante hepatico, asociados con una

morbilidad y mortalidad significativas. >
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Se realiz6 un estudio con el objetivo de investigar el papel de la trombofilia en
la patogenia de los episodios tromboticos después del trasplante hepatico. Para ello
se obtuvo una muestra de sangre del receptor antes del trasplante, del donante y
durante el procedimiento. Se determind en 70 receptores, ADN para FVL G1691A,
H1299R mutacion (R2) del factor V, la mutacién del FIl G20210A, la mutacion C677T
y mutacion A1298C de metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), y el alelo 4G de
activador del plasminégeno inhnibitor-1 (PAI-1) por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Como resultados se obtuvieron que 3 pacientes tenian una
trombosis de la vena porta, de estos dos eran heterocigotos para la mutacion del
factor V de 1299 y uno mostro el alelo 4 del inhibidor del activador del plasminégeno
1 (PAI-1). Después de trasplante nueve pacientes desarrollaron trombosis: arterial 7
(10%) y portal 2 (2,8%). En estos pacientes se observaron dos casos de HAT
(trombosis de la arteria hepatica) en dos destinatarios cuyo donante higados fueron
heterocigotos para FVL G1691A, su variante se expresan fenotipicamente como la
resistencia a la proteina C activada (PCA). Aunque poco se sabe de mutacién FV
1299, tres de los destinatarios cuyos higados de donantes fueron heterocigotos para
la mutacion FV 1299 mostr6 dos HAT y uno PVT (trombosis de la vena porta). La
proyeccion de los beneficiarios y sus donantes de higado para trombofilias
hereditarias es controversial. Sin embargo, nuestro estudio sugieren que la presencia
de trastornos de la coagulacion hereditarios podria permitir al clinico especial
cuidado para los receptores hepaticos de acuerdo con factores de riesgo conocidos y
deberian disminuir la trombosis vascular hepatica. *2

Ayala et al 2011, en su estudio Recipient and donor thrombophilia and the risk
of portal venous thrombosis and hepatic artery thrombosis in liver recipients, reporta
como eventos trombdéticos postrasplante mas frecuentes la trombosis de la arteria
hepatica en un 9% y la trombosis venosa portal en un 1.7%, documentando que la
alta concentracion de fibrindgeno y la disminucién de los niveles de proteina C se
asociaron con la trombosis del injerto.

Bustelo et al, llevaron a cabo un estudio en el que determinaron pruebas
hemostasticas y protrombéticas en 188 potenciales donadores vivos de higado, se

evaluaron los eventos protrombéticos y de sangrado en donadores y receptores
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durante y después del procedimiento. Se documento al menos alguna anormalidad
en 38 casos (20.2%) de los potenciales donadores. Se rechazaron como potenciales
donadores a 7 pacientes por anormalidades en el estudio hemostastico y mutaciones
genéticas: 3 con factor V de Leiden y 4 la mutacién de protrombina G20210. Nueve
candidatos mostraron deficiencia de proteinas anticoagulantes, 2 con deficiencia de
proteina C, 5 proteina S, 1 antitrombina y 1 con deficiencia de proteina C y S. Ni
donadores, ni receptores experimentaron trombosis venosa profunda o embolismo
pulmonar los cuales estan relacionados a trombofilia. 6 pacientes experimentaron
trombosis de la arteria hepatica probablemente relacionada a la cirugia. Las
anormalidades protrombdticas en el donador pueden transmitirse al receptor,
conduciendo a un incremento en el riesgo de eventos postoperatorios. Concluyendo
que un monitoreo cuidadoso de los trastornos de la coagulacion y protrombéticos
debe ser parte del proceso de seleccion del donador, aunque el costo-efectividad no
ha sido definido, el monitoreo puede disminuir el riesgo de trombosis y sangrado en
el donador y mas probablemente en el receptor. *°

Se cuenta con un estudio llevado a cabo por Cha et al, en Texas, en que se
estudiaron a receptores de trasplante hepatico pediatricos quienes desarrollaron
trombosis vascular y presencia de trombofilia, se trasplantaron 46 pacientes
pediatricos, en 21 se documentd trombofilia, de ellos 5 presentaron trombosis de la
arteria hepatica y 2 trombosis venosa profunda, obteniendo valores estadisticamente
significativos al compararlos con los pacientes sin trombosis en quienes en ninguno
se documento trombofilia. Concluyendo que en los pacientes que desarrollan

cualquier trombosis vascular puede encontrarse asociacion con trombofilia. °’
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JUSTIFICACION

Magnitud

Las enfermedades cronicas y terminales del higado se han establecido desde
hace varios afos entre las primeras 10 causas de morbilidad y mortalidad en México,
representan una fuente de egreso economico para los pacientes y las instituciones y
son motivo frecuente de ingreso hospitalario. De acuerdo a informacion recogida de
los archivos del servicio de gastroenterologia del Hospital de Pediatria, Centro
Médico Nacional de Occidente, el total de ingresos hospitalarios a su cargo durante
el afno 2014 fue de 278, correspondiendo a patologia de higado un 35% de ellos, de
los cuales un 37% cursan con algun grado de disfuncidén hepatica y eventualmente
requeriran de trasplante de higado.

Desde hace varios siglos se conoce que los defectos de la coagulacion
causan enfermedades hemorragicas, pero el estudio de su contraparte, las
enfermedades trombdéticas, se ha desarrollado con mayor profundidad hace solo
algunas décadas. Son estos trastornos del sistema de la coagulacién los que
constituyen una de las causas mas comunes de muerte en el mundo de hoy donde
cada afio mueren alrededor de 2 millones de personas por trombosis, ya sea arterial
o venosa. Ademas se consideran fuente importante de morbilidad en las personas
que las padecen y sobreviven. ?’

Los pacientes con enfermedad hepatica crénica presentan alteraciones de la
coagulacion, tanto de las vias procoagulantes como anticoagulantes. '

Contrario al paradigma por el que la cirrosis se consideraba una enfermedad
en la que la tendencia de los pacientes era principalmente hacia el sangrado,
actualmente se ha demostrado que coexiste un estado de hipercoagulabilidad que se
manifiesta con desenlaces trombodticos micro o macrovasculares pocas veces
atribuidos a esta condicion. '

En pacientes con cirrosis, el sistema de hemostasia se encuentra en un
estado de “rebalance”, ya que los cambios en alguna de estas vias generan, a su
vez, cambios compensatorios en la otra. ™

El efecto de todos estos cambios es un sistema hemostasico con un nuevo

balance, pero aun funcional. No obstante, este balance es mas precario e inestable
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comparado con el de un individuo sano, de tal manera que es posible que pequefios
cambios en alguno de sus componentes puedan alterarlo; esto podria explicar la
presentacion de complicaciones como sangrado o trombosis. 13

En la cirrosis como manifestaciones clinicas del predominio del estado de
hipercoagulabilidad se encuentra la enfermedad trombdtica macrovascular, que
puede presentarse como tromboembolismo pulmonar (TEP), trombosis venosa
profunda (TVP) o trombosis de la vena porta. Debido a que en la practica clinica se le
da mayor importancia a la deteccion de las anormalidades en la coagulacién que
favorezcan el sangrado, este fendmeno muy pocas veces se diagnostica antes de
que se presenten dichos desenlaces. ™

Otra manifestaciéon es la trombosis microvascular, cuyas principales
caracteristicas son la hipertension portal y portopulmonar. La presencia de
microtrombos en la microvasculatura hepatica se ha asociado con mayor inflamacién
hepatica, fibrosis y rapido establecimiento de cirrosis, fendmeno que hace parte del
proceso denominado extincién de parénquima. ™

La incidencia global de eventos trombdticos venosos en nifios se estima entre
0,7 y 1,9 por cada 100.000 nifios. ?°

Existen diversas condiciones genéticas, adquiridas o ambas, que predisponen
a la formacioén y desarrollo inapropiado de coagulos en la luz vascular. 2™ Las
alteraciones de la coagulacion hereditarios mas comunes se deben a mutaciones en
el gen del factor V (FVL G1691A) o gen de la protrombina (FIl G20210A), seguido
por las deficiencias de antitrombina, proteina C y proteina S, y polimorfismos de la
metiltetrahidrofolato reductasa. %

En el Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente se cuenta
con un programa de trasplante hepatico desde el afio 2000. Se han realizado en el
periodo comprendido del 2000 al 2010 un total de 33 trasplantes de higado, de estos
actualmente sobreviven 12 pacientes, reportandose una mortalidad al momento de
64%; Rodriguez et al., reporta en el 2012 como principales complicaciones de la
serie de trasplantes realizados en el Hospital de Pediatria, CMNO, el rechazo
cronico, la infeccion por CMV, VEB, rechazo agudo, toxicidad por inmunusupresores

y eventos de trombosis.
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La trombosis de la arteria hepatica, es una de las complicaciones mas severas
del trasplante hepatico ortotépico, frecuentemente compromete el injerto y la
sobrevida del nifio. Varela et al., reporta la trombosis de la arteria hepatica como una
complicacion en el post trasplante que se presenta en el 7 a 10% de los casos;
Ackermann et al., en una serie de 590 trasplantes refiere una frecuencia de
presentacion de trombosis de la arteria hepatica del 7%.

Garcia-Fuster et al., refiere que la enfermedad tromboembdlica venosa es
poco frecuente en la cirrosis hepatica, no estando su tratamiento contemplado en las
guias del American College of Chest Physicians, lo que motivo un estudio para
documentar la experiencia del Hospital Clinico Universitario de Valencia de pacientes
cirréticos con enfermedad tromboembdlica de enero de 1992 a diciembre del 2007,
reportando una serie de 2074 pacientes, 17 con enfermedad tromboembdlica venosa
no esplacnica (0.8% de Ilos pacientes cirréticos), observando en ellos
hipoalbuminemia, disminucion de factores anticoagulantes (antitrombina, proteina C
y proteina S), presencia de anticuerpos antifosfolipidos e hiperhomocisteinemia, asi
como la presencia de factores de riesgo adquiridos, presentando complicaciones
hemorragicas graves el 35% de los pacientes tras la anticoagulacion. '®

Trascendencia

Un evento tromboembdlico antes o después de un trasplante hepatico
conduce a mayor dificultad en la elegibilidad del trasplante, e incrementa el nimero
de pérdidas de injerto, y mayor uso de recursos y costos. *°

La informacion relacionada al tema en nifilos es escasa.

Su diagndstico es de gran importancia porque permite realizar profilaxis para
evitar el riesgo de recurrencia e informa sobre la posibilidad de un estado de portador
en cualquier miembro de la familia. %’

En este contexto la realizacion de un estudio diagndstico de la coagulaciéon en
pacientes con cirrosis e insuficiencia hepatica que seran posibles receptores de
trasplante hepatico puede mejorar significativamente los resultados de los candidatos
a trasplante hepatico.
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Por la escasa informacion existente relacionada con la trombofilia primaria en
pacientes con cirrosis hepatica en protocolo para trasplante hepatico, éste es un

estudio que aporta informacion original.

La deteccidon de trombofilia hereditaria es objeto de controversia. Hay
personas que tiene alto riesgo de tromboembolismo venoso, y son ellos quienes se
benefician del cribado. Holzhauer et al 2012, realizaron un estudio en familiares en
primer y segundo grado de pacientes pediatricos con evento de tromboembolismo
venoso, determinando en ellos niveles de antitrombina, proteina C, proteina S vy
mutaciones de factor V (FVL G1691A) y factor Il G20210A, concluyendo que el
riesgo de tromboembolismo venoso fue mayor entre los miembros de la familia,
siendo mas alta entre los portadores de deficiencia de antitrombina, proteina C vy
proteina S, por lo que se sugiere la deteccidn de formas hereditarias de trombofilia
en nifos con tromboembolia venosa y sus familiares, que puede ser base para

realizar una intervencién preventiva en dichos pacientes. °

Factibilidad

Se realiz6é en el Hospital de Pediatria, CMNO, el cual es un hospital de tercer
nivel, de concentracién de pacientes con patologias de higado en etapa terminal, y
se cuenta desde el afio 2000 con un programa de trasplante hepatico. Asi mismo se
cuenta con personal especializado en las areas de interés, con apoyo de los
servicios de hematologia y el centro de investigacion biomédica para determinacién

de las mutaciones genéticas.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el perfil de trombofilia del paciente pediatrico con cirrosis e insuficiencia

hepatica del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente?
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OBJETIVOS
Objetivo General
- ldentificar el perfil de trombofilia del paciente pediatrico con cirrosis e
insuficiencia hepatica del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de

Occidente.

Objetivos Especificos
- ldentificar a la poblacion de estudio por variables sociodemograficas,
antecedentes patoldgicos, datos clinicos, de laboratorio y gabinete.
- Determinar la incidencia de la deficiencia de proteinas inhibidoras de la
coagulacion en un grupo con cirrosis e insuficiencia hepatica.
- Determinar la incidencia de las mutaciones genéticas para trombofilia primaria

en un grupo con cirrosis e insuficiencia hepatica.
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MATERIAL Y METODOS
Diseino de Estudio

Transversal descriptivo.

Entorno
Pacientes atendidos en el servicio de Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica
del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente, Guadalajara,

Jalisco.

Poblacion estudio

Pacientes de 1 mes a 15 anos 11 meses de edad, atendidos en el servicio de
Gastroenterologia y Nutricion pediatrica del Hospital de Pediatria, Centro Médico
Nacional de Occidente, con diagndstico de cirrosis e insuficiencia hepatica, en el

periodo de julio a diciembre del 2015.

Criterios de estudio
Criterios de inclusién

1) Pacientes pediatricos (1 mes a 15 afios 11 meses de edad) con diagnéstico
de cirrosis e insuficiencia hepatica del Hospital de Pediatria, CMNO.

2) Pacientes cuyos padres estén de acuerdo con la participacion en el estudio
(firma de consentimiento informado).

3) Contar con expediente clinico completo.

4) No recibir anticoagulantes.

5) No haber sido transfundidos en las ultimas 4 semanas.
Criterios de no inclusiéon
1) Pacientes con estado de salud grave por condicibn agregada de sepsis,

hemorragia.

Criterios de eliminacion
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1) Pacientes de quienes no se obtengan muestras adecuadas para amplificacion del

DNA.

Muestra

Muestreo y tamafo de la muestra por conveniencia, se incluyeron todos los

pacientes con el diagnostico de cirrosis e insuficiencia hepatica del servicio de

Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica del Hospital de Pediatria.

Variables

Variable dependiente.

Trombofilia primaria

1) Inhibidores de la coagulacion:

a. Proteina C (PC)
b. Proteina S (PS)
c. Antitrombina IIl (AT III)

2) Mutaciones genéticas:

a. Mutacion del Factor V Leiden (FVL G1691A)

b. Mutacién del gen de la protrombina G20210A (FIl G20210A)

c. Polimorfismos C677T y A1298C para el la metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR).

d. Polimorfismos de la enzima convertidora de angiotensina (ECA-1)

Variables independientes

Personales: sexo, patologia de base, edad al momento del diagndstico, edad
actual, historia familiar de trombosis.

Clinicas: peso, talla, circunferencia media de brazo, estado nutricio.

De laboratorio: hemoglobina, plaquetas, leucocitos, TP, TTPa, INR,
fibrindgeno, bilirrubinas directa e indirecta, GGT, TGO, TGP, albumina, grupo
sanguineo ABO, factor VIII.

Estudios de Gabinete. Ultrasonido doppler, endoscopia alta.
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Intervencién quirurgica.

hepatica.

Variables de estudio

Derivacion biliodigestiva tipo Kassai,

biopsia

Operacionalizacion de variables

Variable | Tipo Concepto Operacional Unidad Estadistica
Perfil de Se refiere a los parametros de la coagulacién que definen
trombofilia una trombofilia primaria, asi como las mutaciones
genéticas relacionadas, a considerar: proteina C, proteina
S, antitrombina Ill, mutacién factor V Leiden, mutacion
protrombina G20210A, polimorfismos MTHFR, plimorfismo
ECA1.
Edad actual Cuantitativa Tiempo transcurrido a partir del nacimiento de un individuo Afos Media
Discreta Desviacion estandar
Edad al Cuantitativa Tiempo transcurrido desde su nacimiento al momento de Afos Media
momento del Discreta establecer el diagnostico. Desviacion estandar
diagndstico
Sexo Cualitativa Caracteristicas biolégicas que definen a un ser humano 1. Hombre Frecuencia
Nominal como hombre o mujer. 2. Mujer Porcentajes
Patologia de Cualitativa Se refiere a la enfermedad que llevo a la cirrosis hepatica. Nombre de la Frecuencia
base Nominal enfermedad Porcentaje
Historia Cualitativa Antecedentes en un miembro de la familia de primer o 1, Si Frecuencia
familiar de Nominal segundo grado de eventos de trombosis. 2. No Porcentaje
trombosis
Talla Cuantitativa Se refiere a la longitud de una persona de la cabeza a los Centimetros Media
Continua pies determinada con estadimetro.
Peso Cuantitativa Se refiere a la masa de una persona medida en bascula. Kilogramos Media
Continua
Circunferenci Cuantitativa Expresa la reserva actual de tejido adiposo. Centimetros Media
a media de Continua Se determina localizando el punto medio de la longitud
brazo medida del vértice superior del acromion hasta el
olecranon, haciendo en ese punto la medicién de la
circunferencia con una cinta métrica.
Estado Cualitativa Se refiere a la relacion que existe entre la talla, peso y Puntuacién Z Desviacion estandar
nutricio Ordinal circunferencia media de brazo, con las medias para cada 1. Eutrdfico (P/T y
grupo de edad. CMB/E, -1.99 a +1.99
DS)
2. Desnutricion
moderada (P/T y
CMBIE, -2 a -2.99 DS)
3. Desnutricion severa
(P/T y CMBJE, -3 DS)
3. Malnutricion (P/Ty
CMBIE, +2 DS)
Estadio Cualitativa Condicion actual en relacién a su perfil bioquimico y en Child Pugh Frecuencia
Child-Pugh Ordinal base a la escala pronéstica de Child-Pugh. 1.A Porcentajes
A. Enfermedad bien compensada 2.B
B. Compromiso funcional significativo 3.C
C. Enfermedad descompensada.
Hemoglobina Cuantitativa Proteina en los glébulos rojos que transporta el oxigeno. g/dL Media
Continua Anemia Hemoglobina menor de 10
Plaquetas Cuantitativa Fragmentos citoplasmaicos pequefios derivados de los Miles/ml Media
Continua megacariocitos.
Trombocitopenia plaquetas menor de 150 mil
Leucocitos Cuantitativa Células sanguineas ejecutoras de la respuesta inmunitaria Miles/ml Media
Continua
Tiempo de Cuantitativa Tiempo que tarda la porcién liquida de la sangre en Segundos Media
protrombina Continua coagularse
(TP)
Tiempo Cuantitativa Tiempo que tarda la porcién liquida de la sangre en Segundos Media
parcial de Continua coagularse
tromboplastin
a (TTPa)
Fibrinogeno Cuantitativa Proteina producidad por el higado que favorece la Unidades Media
Continua formacién de coagulos.
Hipofibrinogenemia menor de 150
Factor VIIl de Cuantitativa Proteina el plasma, que actia como cofactor en la Unidades Media
la Continua coagulacion. 1. NORMAL
coagulacion Rangos por grupo de edad El 100% de FVIil en
base ala edad.
1-6 meses: (58-144)
6-12 meses: (59-152)
1-5 afios: (76-143)
6-10 arios: (68-137)
11-18 afios: (70-148)
Indice Cuantitativa Es una forma de estandarizar los valores obtenidos a Media
internacional Continua través del tiempo de protrombina.
normaiizado Prolongado mayor de 1.5
(INR)
Grupo y Rh Cuantitativa Determinado por los antigenos de los grupos sanguineos A Media
Ordinal A, B, O presentes en los globulos rojos. B
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o
AB

Aminotransfe
rasas
hepéaticas
(TGO, TGP,
GGT)

Cuantitativa
Continua

Enzimas sintetizadas en el higado

Unidades/ml

Media

Bilrrubinas

Cuantitativa
Continua

Pigmento de la bilis producido por el higado

Mg/ml

Media

Albumina

Cuantitativa
Continua

Proteina del plasma sanguineo
Hipoalbubinemia, albumina menor de 3.5 g/dL

g/dL

Media

Ultrasonido
Doppler

Cualitativa
Nominal

Hallazgos del ultrasonido Doppler hepatic en relacion a
datos de hipertension portal.

1. Si
2. No

Frecuencia
Porcentaje

Cirugia Kasai

Cualitativa
Nominal

Si tiene antecedente de cirugia tipo Kasai
(hepatoportoenterotomia).

1, Si
2. No

Frecuencia
Porcentaje

Endoscopia

Cualitativa
Nominal

Cuenta con antecedente de endoscopia alta para
valoracién de hipertension portal

1,Si
2. No

Frecuencia
Porcentaje

Biopsia
hepatica

Cualitativa
Nominal

Si tiene antecedente de biopsia hepatica

Reporte de patologia en relacion a presencia de cirrosis.

1, Si
2. No

Frecuencia
Porcentaje

Deficit de
proteina C

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. NORMAL

El 100% de proteina
C en base a la edad.
1-6 meses: (41-115)
6-12 meses: (60-117)
1-5 afios: (63-133)
6-10 afos: (62-134)
11-18 afios: (71-144)
2. DEFICIENCIA
Cuando se encuentra
por debajo de rangos
de normalidad para
cada grupo de edad.

Frecuencia
Porcentaje

Deficit de
proteina S

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. NORMAIL.

El 100% de
antitrombina en base
ala edad:

1-6 meses: (81-126)
6-12 meses: (90-132)
1-5 afios: (93-128)
6-10 afios: (92-122)
11-18 afios: (90-119)
2. DEFICIENCIA
Cuando se encuentra
por debajo de rangos
de normalidad para
cada grupo de edad.

Frecuencia
Porcentaje

Deficit de
anitrombina

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. NORMAL

El 100% de proteina S
en base a la edad.
1-6 meses: (60-103)
6-12 meses: (61-95)
1-5 afos: (65-99)
6-10 afios: (63-97)
11-18 afios: (69-119)
2. DEFICIENCIA
Cuando se encuentra
por debajo de rangos
de normalidad para
cada grupo de edad.

Frecuencia
Porcentaje

Mutacion del
Factor V de
Leiden

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. MUTACION
Heterocigoto
(RIESGO)

-1 alelo normal/ 1
alelo mutado

2..Normal
- 2 alelos normales

Frecuencia
Porcentaje

Protrombina
G20210A

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. MUTACION
Heterocigoto
(RIESGO)

-1 alelo normal/ 1
alelo mutado

2..Normal
- 2 alelos normales

Frecuencia
Porcentaje

Mutacion
MTHFR
C677T

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un evento trombético.

1. MUTACION
Heterocigoto

-1 alelo normal/ 1
alelo mutado

2. Homocigoto
(RIESGO)
- 2 alelos mutados

3. Normal
- 2 alelos normales

Frecuencia
Porcentaje

Mutacion
MTHFR

Cualitativa
Nominal

Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de
sufrir un_evento trombético.

1. MUTACION
Heterocigoto

Frecuencia
Porcentaje
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A1298C -1 alelo normal/ 1
alelo mutado

2. Homocigoto
(RIESGO)
- 2 alelos mutados

3. Normal
- 2 alelos normales

Mutacion Cualitativa Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de 1.MUTACION Frecuencia
MTHFR Nominal sufrir un evento trombético. RIESGO Porcentaje
A1298C/C67 Heterocigoto

4 compuesto

-(1 alelo normal/ 1
alelo mutado)/ (1
alelo normal/ 1 alelo

mutado).
Mutacion Cualitativa Trastorno clinico caracterizado por un mayor riesgo de 1. MUTACION Frecuencia
ECA-1 Nominal sufrir un evento trombético. Heterocigoto Porcentaje
D/D -1 alelo normal/ 1

alelo mutado

2. Homocigoto
(RIESGO)
- 2 alelos mutados

3. Normal
- 2 alelos normales

Procedimiento
1) Se abordd a los pacientes que acudan a consulta externa o area hospitalaria en

nuestra unidad (que cumplan los criterios de inclusién).

2) Se di6 informacion sobre el estudio al tutor para obtener su consentimiento por

escrito para poder ingresar al protocolo.
3) Se tomaron 2 muestras de sangre periférica por puncién venosa.

- La primera de 2.7 ml que se recolectd en un tubo con bufer de citrato de tri-sddico,
el cual se llevd al laboratorio del Hospital de Pediatria, para la determinacién de

proteina C, proteina S, antitrombina y factor VIII.

- La segunda muestra de 5 ml, se recolectd en un tubo con sistema de vacio y EDTA
al 10%, la cual fue llevada al Centro de Investigacion Biomédica para la extraccion
del DNA gendmico a partir del método de Miller, para determinacién de mutaciones
genéticas, incluyendo el factor V Leiden (FVL G1691A) , mutacion G20210A de
protrombina (FIl G20210A), y polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), y de la enzima convertidora de angiotensina (ECA-1). EI DNA se
suspende en buffer con preservacion Tris-EDTA, se determind su concentracion
por espectrofotometria y se almacené a -20°C para su conservacion en una

genoteca.
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4) En una hoja de captura se vaciaron datos generales y algunos indicadores
demograficos (nombre completo del paciente, edad actual, patologia de base, estado

de salud actual (transaminasas), estado nutricional (peso y talla).

5) Al contar con la informacion, se llevé a cabo el analisis de la informacion.
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ANALISIS ESTADISTICO
La estadistica descriptiva se realiz6 de acuerdo al tipo de variable
e Para variables cualitativas se utilizarén frecuencias y porcentajes.
e Para variables cuantitativas de acuerdo a la distribucion de datos, se
utilizé:
o Para datos con curva de distribucion simétrica se utilizaron
medias y desviacion estandar.
o Para datos con curva de distribucion no simétrica se utilizaron

medianas y rangos.

La estadistica inferencial se realizé de acuerdo al tipo de variable
e Para variables cualitativas se utilizé chi cuadrada

e Para variables cuantitativas se utilizé U de Mann Whitney

Para la asociacion con cada dato importante y la presencia de trombofilia se

realizé razon de momios (OR).

Se realizd una base de datos en Excel 2010
Para el analisis la base de datos se transferid al programa estadistico SPSS
version 21.0 para Windows.

Los resultados se presentaron a través de tablas y graficos.
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ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacién para la salud, Titulo Segundo, De los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos, Capitulo |, articulos 17 y 23, por las caracteristicas
del disefio se trata de un estudio categoria Il con riesgo superior al minimo, por lo
tanto requiere de carta de consentimiento informado.

El estudio se sustenta en los principios éticos para las investigaciones
meédicas en seres humanos, Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial de 1964 y sus enmiendas.

Dictamen de autorizado por el Comité local de investigacion y ética de la
unidad 1302, con numero de registro R-2015-1320-45.
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RECURSOS E INFRAESTRUCTURA

Infraestructura: se cuenta en la unidad areas adecuadas para el
procesamiento de las muestras como son el Laboratorio del Hospital de Pediatria y

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente.

Recursos humanos: se cuenta con personal capacitado para el
procesamiento de las muestras, laboratorista y genetista, ademas del propio
residente de segundo ano de la subespecialidad de Gastroenterologia pediatrica y

los investigadores asociados.

Materiales: fueron financiados por los propios investigadores, se requirio
material de papeleria: equipo de computo, impresora, escaner, programas para el

analisis de la informacién, hojas, boligrafos.
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Resultados

En relacién a las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién estudiada (n=25)
observamos una distribucion por sexos en igual proporcién, masculino 52% vy
femenino 48%. El rango de edad va de los 4 meses a los 15 afos, con una media de
50.76 + 46.96 meses. La edad promedio al momento del diagndstico fue de 12.04
meses con un rango de (1 — 91 meses). La diferencia en los promedios de edad al
diagnostico y edad actual nos permite establecer un tiempo promedio de evolucion

de la enfermedad de 38.72 meses (3 afios).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de nifios con hepatopatia crénica

Sociodemograficas Frecuencia Media * DS Mediana
(n=25) (%) (rango)
Sexo

Masculino 13 (52%)

Femenino 12 (48%)
Edad actual 50.76 36 (4 — 189)
(meses) 46.96
Edad al 12.04 + 3(1-91)
diagnéstico 21.617

Dentro de las causas de hepatopatia crénica y cirrosis encontramos con mayor
frecuencia a la atresia de vias biliares presente en 18 de los pacientes que
corresponde a un 72%, la cirrosis criptogénica en 4 pacientes (16%), 2 pacientes

(8%) con hepatitis autoinmune y un paciente con sindrome de Alagille (4%).

Del total de los pacientes estudiados un 88% se encuentran en protocolo para

trasplante hepatico de donador de muerte encefalica.

Ninguno de ellos tiene antecedentes familiares, ni personales de eventos de

trombosis.
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Tabla 2. Antecedentes patolégicos

Antecedentes patolégicos Frecuencia (%)
(n=25)
Diagnéstico de hepatopatia
Atresia de vias biliares 18 (72%)
Cirrosis criptogénica 4 (16%)
Hepatitis autoinmune 2 (8%)
Sindrome de Alagille 1 (4%)
Protocolo de trasplante
Si 22 (88%)
No 3 (12%)
Historia trombofilia
Si 0%
No 25 (100%)

Grafico 1. Distribucion de hepatopatias

8% 4%

m  Atresiadeviabiliar =  Hepatopatia cronica

B Hepatitis autoinmune Sindrome de Alagille
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Dentro del comportamiento clinico de la poblacién estudiada, la mayoria de los
pacientes cuentan con un estado nutricional afectado por su patologia de base, 40%
con desnutricién grave, 28% con desnutricibn moderada y sé6lo un 32% eutrdficos; la
ascitis esta presente en el 60% de los pacientes al momento de la toma de muestra,
ninguno de ellos con encefalopatia y un 52% tienen antecedente de sangrado de

tubo digestivo previo.

Tabla 3. Datos clinicos

Datos clinicos (n=25) Frecuencia (%)

Estado nutricio

Eutrofico 8 (32%)

Desnutricion moderada 7 (28%)

Desnutricion severa 10 (40%)
Ascitis

Si 15 (60%)

No 10 (40%)
Encefalopatia

Si 0

No 25 (100%)
Sangrado

Si 13 (52%)

No 12 (48%)
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Al relacionar el estado nutricional con el estadio de insuficiencia hepatica por Child
Pugh documentamos una correlacion positiva, los pacientes en estadio Child Pugh C
tienen mayor afectacion de su estado nutricional, con un valor de p = 0.027. Un 32%

de los pacientes tiene un estado nutricio eutrofico, 12% de ellos en estadio Ay 20%

en estadio B.
Tabla 4. Estado nutricio y Child Pugh
Estadio Child Pugh
Estado nutricio (n=25) A B C P
Eutrdfico 3 (12%) 5 (20%) 0 (0%)
Desnutricion moderada 3 (12%) 3 (12%) 1(4%)
Desnutricion severa 0 (0%) 4 (16%) 6 (24%) 0.027

En relacidn a parametros bioquimicos, la distribucion por grupo sanguineo nos
muestra que la mayoria corresponden a O Rh positivo con un 44%, se cuenta con
pacientes de todos los grupos sanguineos, a excepcion de B Rh negativo del que no

se tuvo ningun paciente.

Tabla 5. Grupo y Rh

Grupo y Rh (n=25) Frecuencia (%)

O positivo 11 (44%)
O negativo 1 (4%)
A positivo 9 (36%)
A negativo 1 (4%)
B positivo 3 (12%)
B negativo 0 (0%)
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El 92% de los pacientes estudiados presentaron niveles de factor VIl elevado, lo cual
se observo en casi todos los grupos sanguineos, a excepcion del paciente con grupo

O Rh negativo en el que el nivel de factor VIII se encontraba normal.

Tabla 6. Grupo y Rh y proteina de la coagulacion Factor Vi

Factor VIII
Grupo y Rh (n=25) Elevado Normal
O positivo 11 (44%) 0 (0%)
O negativo 0 (0%) 1 (4%)
A positivo 8 (32%) 1 (4%)
A negativo 1(4%) 0 (0%)
B positivo 3 (12%) 0 (0%)
B negativo 0 (0%) 0 (0%)

En relacién al comportamiento bioquimico encontramos en la biometria hematica
anemia en el 24% de los pacientes (6 pacientes), trombocitopenia en el 60%;
pruebas de funcionamiento hepatico con transaminasas elevadas con una TGO
promedio de 234.72 (rango de 46 — 577), TGP de 156.6 (rango 32 — 387), GGT
394.45 (rango 58 — 2013), bilirrubinas totales de 11.01 (rango de 0.71 — 32.1),
hipoalbuminemia en el 56% de ellos, INR prolongado y fibrinbgeno bajo en 1

paciente.
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Tabla 7. Estudios de laboratorio

Parametros Frecuencia (%) Media = DS Mediana (rango)

bioquimicos (n=25)

Hemoglobina 11.06 £ 1.67 11 (7.5-14.8)
Anemia 6 (24%)

Hematocrito 32.85+5.00 32.7 (23 — 43.3)

Plaquetas 35.36 + 25.52 23 (10 -90)
Trombocitopenia 15 (60%)

Leucocitos 7.88 £5.74 7 (1-30)

TGO 234.72 £ 146.71 182 (46 — 577)

TGP 156.6 + 88.81 143 (32 — 387)

GGT 394.45 + 369.65 354 (58 — 2013)

BT 11.01 £9.13 9.38 (0.71 -32.1)

BD 9.37+7.88 7.9 (0.71 - 30.23)

Albumina 3.29+0.72 3.2(1.9-4.6)
Hipoalbuminemia 14 (56%)

TP 13.4£1.94 12.9 (10.3 - 18.2)

TTPa 36.47 £ 10.85 35.1 (11.7 - 53.8)

INR (n=22) 1.11+0.17 1.07 (0.87 — 1.56)
INR prolongado 1(4.5%)

Fibrinégeno (n=23) 306.84 + 113.28 294 (142 - 686)
Hipofibrinogenemmia 1(4.3%)

TGO: transaminasa glutamico oxalacética, TGP: transaminasa glutamico piruvica, GGT:

gammaglutamil transpeptidasa, BT: bilirrubinas totales, BD: bilirrubina directa, TP: tiempo de

protrombina, TTPa: tiempo parcial de tromboplastina activado, INR: ratio internacional normalizado.
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Los eventos de sangrado se presentan tanto en pacientes con trombocitopenia como

en aquellos con niveles de plaquetas dentro de rangos normales, valor de p = 0.87.

Tabla 8. Eventos de sangrado y conteo de plaquetas

Plaquetas (n=25)

Eventos de sangrado  Trombocitopenia Normal
Sl 8 (32%) 5 (20%)
NO 7 (28%) 5 (20%)

Trombocitopenia: plaquetas menores de 150 000/uL

Los eventos de sangrado se presentan en pacientes con un INR dentro de rangos

normales, valor de p = 0.26.

Tabla 9. Eventos de sangrado y valores de INR

INR (n=22)
Eventos de sangrado Prolongado Normal
Sl 0 (0%) 12 (54.4%)
NO 1 (4.5%) 9 (40.9%)

INR: ratio internacional normalizado.

Prolongado: INR > 1.5
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Los eventos de sangrado se presentan de forma predominante en pacientes con

valores de fibrinégeno dentro de rangos normales, valor p = 0.28.

Tabla 10. Eventos de sangrado y niveles de Fibrinégeno

Fibrinégeno (n=23)

Evento de sangrado Bajo Normal
SI 1(4.3%) 10 (43.3%)
NO 0 (0%) 12 (52.1%)

Fibrindgeno bajo: menor de 150 mg/dL

Los eventos de sangrado se presentan tanto en pacientes con hipertension portal,

como sin hipertension portal reportada por ultrasonido doppler, valor p = 0.59.

Tabla 11. Eventos de sangrado y Ultrasonido Doppler hepatico

US Doppler (n=25)

Evento de sangrado HTP Sin HTP NC
S 3 (12%) 5 (20%) 5 (20%)
NO 1 (4%) 6 (24%) 5 (20%)

US: ultrasonido, HTP: hipertension portal, NC: no cuenta con ultrasonido

Doppler
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Los eventos de sangrado se presentan en pacientes que muestran por endoscopia
datos de hipertension portal, valor de p = 0.057.

Tabla 12. Eventos de sangrado y Endoscopia

Endoscopia (n=25)

Evento de sangrado NL Pequefias Medianas Grandes NC
S 0 (0%) 6 (24%) 3(12%) 3(12%) 1 (4%)
NO 3(12%) 4 (16%) 0 (0%) 1(4%) 4(16%)

NL: sin hipertension portal, NC: no cuenta con endoscopia, Pequefias: varices esofagicas
pequefias de Baveno, Medianas: varices esofagicas medianas de Baveno, Grandes: varices

esofagicas grandes de Baveno.

Tabla 12. Eventos de sangrado

Parametro (n=25) valor p
Trombocitopenia 0.87
INR prolongado 0.26
Hipofibrinogenemia 0.28
Ultrasonido doppler 0.59
Endoscopia 0.057
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El grado de insuficiencia hepatica en base al estadio Child Pugh se comport6 de la
siguiente manera: un 48% de los pacientes (12 de ellos) se encuentran en estadio
Child Pugh B, seguidos de un 28% (7 pacientes) en estadio Child Pugh C y un 24%
(6 pacientes) en estadio Child Pugh A.

Tabla 13. Estadificacion del grado de insuficiencia hepatica

Child Pugh (n=25) Frecuencia (%) Media * DS Mediana (rango)

A 6 (24%)
B 12 (48%)
C 7 (28%)

PELD 9.97+8.75 12 (-7 a 28)

PELD: Pediatric End-Stage Liver Disease

Grafico 2. Estadio Child Pugh
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En relacidén a los estudios de gabinete se reporta por ultrasonido doppler datos de
hipertension portal en 4 pacientes (16%) y por estudio endoscépico se refieren datos
de hipertensién portal en el 68% de los pacientes (17 pacientes). En ningun

ultrasonido doppler se reportan datos de trombosis del sistema portal.

La biopsia hepatica reporta cirrosis o fibrosis severa en el 76% de los pacientes (19
pacientes), fibrosis moderada en el 16% (4 pacientes), hay una biopsia reportada

como normal y uno de los pacientes no cuenta con biopsia hepatica.

Tabla 14. Estudios de gabinete

Estudios de gabinete (n=25) Frecuencia (%)

Ultrasonido Doppler

Con hipertensién portal 4 (16%)
Sin hipertension portal 11 (44%)
No cuenta 10 (40%)
Cirugia Kasai
Si 12 (48%)
No 6 (24%)
No aplica 7 (28%)
Endoscopia
Normal 3 (12%)
Varices pequenas 10 (40%)
Varices medianas 3 (12%)
Varices grandes 4 (16%)
No cuenta 5 (20%)
Biopsia hepatica
Cirrosis 10 (40%)
Fibrosis moderada 4 (16%)
Fibrosis severa 9 (36%)
No fibrosis 1 (4%)
No cuenta 1 (4%)
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De los 18 pacientes con diagnostico de atresia de vias biliares, 12 pacientes que
corresponden al 66% de ellos cuentan con derivacion biliodigestiva tipo Kasai, en 11
se realizd de forma oportuna antes los 3 meses de vida y en uno de ellos de forma

tardia, a los 4 meses de eda, valor de p = 0.009.

Tabla 15. Edad al diagnéstico y Kasai

Kasai
Edad al diagnéstico Sl NO
(n=18)
Oportuna 11 (61.1%) 2 (11.1%)
Tardia 1(5.5%) 4 (22.2%)

Oportuna: antes de los 3 meses de vida, Tardia: después de los

3 meses de vida.

Podemos observar que so6lo 3 de los pacientes con derivacion biliodigestiva se
encuentran en un estadio Child Pugh A, 6 en estadio B y 3 en estadio C, valor de p =

0.89.

Tabla 16. Kasai y Child Pugh

Estadio Child Pugh (n=25)

Kasai A B C
Sl 3 (12%) 6 (24%) 3 (12%)
NO 0 (0%) 2 (8%) 4 (16%)
NC 3 (1%) 4 (16%) 0 (0%)

NO: atresia de vias biliares sin Kasai, NC: hepatopatia crénica que no

amerita Kasai
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Se documentaron deficiencias adquiridas de las proteinas anticoagulantes, la
deficiencia de la proteinas C se presentd en 14 de los pacientes correspondiendo a
un 56% de la poblacion; la deficiencia de proteina S se presentdé en 3 pacientes que
representan el 12%; la deficiencia de antitrombina Il se observdé en 9 pacientes
(36%); el factor VIII se encontré elevado en el 92% de los pacientes estudiados (23
pacientes). Se documentaron deficiencias combinadas de proteinas anticoagulantes
en el 36% de la poblacion, 2 pacientes con deficiencia de proteina C y proteina S

(8%), y 7 pacientes con deficiencia de proteina C y antitrombina Ill (28%).

Tabla 17. Proteinas de la coagulacién

Deficiencia de Frecuencia (%) Media £ DS Mediana (rango)
proteinas

anticoagulantes

(n=25)
Proteina C 14 (56%) 67.42 £ 34.75 57.49 (25.56 —
149.90)
Proteina S 3 (12%) 85.67 + 24.6 83.21 (31.5-
130.35)
Antitrombina 9 (36%) 98.54 + 31.76 120.5 (20.9 -
125.5)
PC + PS 2 (8%)
PC + AT 7 (28%)
Factor de la
coagulacién
(n=25)
Factor VI 23 (92%) 376.59 + 249.75 286.5 (102.9 —
1171)

PC: proteina C, PS: proteina S, AT: antitrombina
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Los niveles séricos del factor VIII de la coagulacion se encuentran elevados en todos
los estadios de Child Pugh, los nivele séricos de factor VIll en estadio A son en
promedio de 159.7%, en estadio Child B de 369.3% y en estadio C de 535.94%.

Tabla 18. Niveles de actividad del Factor VIIl de coagulacion y Child Pugh

Estadio Child Pugh (n=25)

Factor VIII A B C
Elevado 4 (16%) 12 (48%) 7 (28%)
Normal 2 (8%) 0 (0%) 0 (0%)

Grafico 4. Factor VIII - Child Pugh
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Los niveles séricos de la proteina C se encontraron deficientes en todos los estadios
de Child Pugh, los nivele séricos de la proteina C en estadio A son en promedio de
90.69%, en estadio Child B de 59.28% y en estadio C de 61.38%.

Tabla 19. Niveles de actividad proteina C y Child Pugh

Estadio Child Pugh (n=25)

Proteina C A B C

Deficiencia 1 (4%) 7 (28%) 5 (20%)
Elevado 1(4%) 1(4%) 1 (4%)
Normal 4 (16%) 4 (16%) 1 (4%)

Gréfico 5. Proteina C - Child Pugh
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Los niveles séricos de la proteina S se encontraron deficientes en los estadios de
Child Pugh mas avanzados, los nivele séricos de la proteina S en estadio A son en
promedio de 108.29%, en estadio Child B de 71.42% y en estadio C de 81.52%.

Tabla 20. Niveles de actividad proteina S y Child Pugh

Estadio Child Pugh (n=25)

Proteina S A B C

Deficiencia 0 (0%) 1 (4%) 2 (8%)
Elevado 3 (12%) 0 (0%) 1 (4%)
Normal 3 (12%) 11 (44%) 4 (16%)

Grafico 6. Proteina S - Child Pugh
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Los niveles séricos de antitrombina Il se encontraron deficientes en todos los
estadios de Child Pugh, los nivele séricos de antitrombina Il en estadio A son en
promedio de 113.4%, en estadio Child B de 101.32% y en estadio C de 63.27%.

Tabla 21. Niveles actividad de antitrombina y Child Pugh

Estadio Child Pugh

Antitrombina (n=25) A B C
Deficiencia 1 (4%) 4 (12%) 4 (16%)
Elevado 2 (8%) 3 (12%) 0 (0%)
Normal 3 (12%) 5 (20%) 3 (12%)

Gréfico 7. Antitrombina lIl - Child Pugh
120
100
80 \
63.27
60 == ATl
40
20
0 T T 1
A B C

87



Los niveles séricos de albumina se encuentran disminuidos aun con niveles de factor

VIl elevados, valor de p = 0.09.

Tabla 22. Niveles de actividad del Factor VIIl de la coagulacién y niveles de

albumina
Albumina
Factor VIII (n=25) Baja Normal
Elevado 14 (56%) 9 (36%)
Normal 0 (0%) 2 (8%)

Los niveles séricos de albumina se encuentran bajos en el grupo de deficiencia de

proteina C de la coagulacion, valor de p = 0.34.

Tabla 23. Niveles de actividad de la proteina C y niveles de albumina

Albumina
Proteina C (n=25) Baja Normal
Deficiencia 8 (32%) 5 (20%)
Elevado 2 (8%) 1 (4%)
Normal 4 (16%) 5 (20%)

Los niveles séricos de albumina se encuentran bajos aun con niveles de proteina S

dentro de lo normal, valor de p = 0.69.

Tabla 24. Niveles de actividad de proteina S y niveles de albumina

Albumina
Proteina S (n=25) Baja Normal
Deficiencia 2(8%) 1(4%)
Elevado 2 (8%) 2 (8%)
Normal 10 (40%) 8 (32%)
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Los niveles séricos de albumina se encuentran predominantemente normales con

niveles séricos normales de antitrombina lll, valor de p = 0.10.

Tabla 25. Niveles de actividad de antitrombina y niveles de albumina

Albumina
Antitrombina Baja Normal
(n=25)
Deficiencia 7 (28%) 2 (8%)
Elevado 1 (4%) 4 (16%)
Normal 6 (24%) 5 (20%)

En el estudio se documentaron 8 pacientes (34.7%) con la mutacion por delecion
para ECA-1; 2 pacientes (8.6%) con polimorfismo homocigoto MTHFR A1298C; 5
pacientes (21.7%) con el polimorfismo homocigoto para MTHFR C677T, polimorfismo
heterocigoto para MTHFR A1298C/C677T en 17.3% (4 pacientes), heterocigoto
compuesto ECA-1/MTHFR A1298C 2 pacientes (8.6%) y heterocigoto compuesto
para ECA-1/MTHFR C677T 2 pacientes (8.6%). No se documentaron mutaciones del

factor V de Leiden, ni del gen de la protrombina.
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Tabla 26. Alteraciones genéticas del panel de trombofilia

Alteraciones genéticas del panel de trombofilia Frecuencia (%)
(n=23)
ECA-1 D/D Int 16
Homocigoto no mutante 5 (21.7%)
Heterocigoto mutante (sin riesgo) 10 (43.4%)
Homocigoto mutante (delecion de riesgo) 8 (34.7%)
Fll G20210A
Homocigoto no mutante (sin riesgo) 23 (100%)
Heterocigoto mutante (riesgo) 0 (0%)
FVL G1691A
Homocigoto no mutante (sin riesgo) 23 (100%)
Heterocigoto mutante (riesgo) 0 (0%)
MTHRF A1298C
Homocigoto mutante (de riesgo) 2 (8.6%)
Heterocigoto mutante 7 (30.4%)
Homocigoto no mutante 14 (60.8%)
MTHRF C677T
Homocigoto mutante (de riesgo) 5(21.7%)
Heterocigoto mutante 12 (52.1%)
Homocigoto no mutante 6 (26%)
MTHFR C677T/ A1298C
Heterocigoto compuesto (de riesgo) 4 (17.3%)

ECA-1 D/D Int 16: polimorfismo de la enzima convertidora de angiotensina 1,Fll G202A:
mutacién del gen de la protrombina, FVL G1691A: mutacién del Factor V Leiden, MTHFR:
polimorfismos de la metiltetrahidrofolato reductasa C677T, A1298C.
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Discusion

v' La principal causa de hepatopatia crénica y cirrosis en nuestro grupo de
estudio fue la atresia de vias biliares con un 72% de los pacientes, no hay
deferencia en la distribucion por sexo, lo cual corresponde a lo reportado en la
literatura donde se habla de que las enfermedades colestasicas son las
causas mas frecuentes de cirrosis con indicacion de trasplante hepatico en la
edad pediatrica, con la atresia de vias biliares condicionando cerca del 60%
de los casos.™

v' El tiempo promedio de evolucion de la enfermedad en nuestros grupo de
estadio fue de 38 meses, lo que equivale e 3 afos 2 meses, lo cual puede
explicar porque la mayoria se encuentran en estadios Child Pugh B o C,
siendo esperado un deterioro de la funcion hepatica a mayor tiempo de
evolucién de la enfermedad.

v' Los nifios con hepatopatia crénica tienen una afectaciéon importante de su
estado nutricional, aunque llama la atenciéon que el 32% de la poblacién
estudiada se encuentre eutrdfica, lo cual atribuimos a que la determinacién del
estado nutricio en estos pacientes se realizé en funciéon de la relacion de peso
y talla, al no contar con la circunferencia media de brazo, y sabemos que en
este grupo de pacientes por la condicion de visceromegalias y ascitis, el peso
no es confiable para concluir el diagnéstico nutricional. Se observé una
asociacion positiva en relacion a mayor afectacion del estado nutricional en
pacientes con estadio Child Pugh C.

v Gonzalez >

sefala que uno de los factores de riesgo para enfermedad
tromboembdlica es el grupo sanguineo, se refiere que las personas del grupo
sanguineo O tienen menor tendencia a la trombosis que los grupos no O,
debido a las concentraciones de factor vonWillebrand y a la actividad del
factor VIl en plasma hasta un 30% menores; en la poblacién estudiada un
44% (12 pacientes) son del grupo sanguineo O, sin embargo se documento en
el 92% de todos los pacientes (con independencia del grupo sanguineo), una

elevacién de los niveles de actividad del factor VIII de la coagulacion, sin
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poder establecer una relacién al respecto porque ninguno de ellos ha
presentado eventos de trombosis.

Kujovich ** refiere que el perfil hemostatico de un paciente con insuficiencia
hepatica normalmente incluye trombocitopenia, reduccion de los niveles de
factores de coagulacion e inhibidores de la coagulacién, niveles reducidos de
proteinas fibrinoliticas y el aumento en los niveles plasmaticos del factor VIII
de la coagulacién y del factor de von Willebrand, puede haber disfuncion
plaquetaria, defectos funcionales de factores K dependientes, asi como del
fibrinbgeno, la produccién de trombina se conserva cuando el recuento
plaquetario es superior a 50 000.

En relaciéon al perfil bioquimico de nuestra poblacion de estudio
documentamos alteraciones en biometria hematica y pruebas de
funcionamiento hepatico que son comunes a los pacientes con este tipo de
patologia y coincide con lo referido en la literatura, tales como anemia,
trombocitopenia, transaminasas y bilirrubinas elevadas con patrén colestasico,
llamando la atencion que s6lo en un paciente se encontrd INR prolongado y
fibrinbgeno disminuido, lo cual puede hablar en relacién a una estabilidad de
los pacientes, menor riesgo de sangrado y situacion de rebalance
hemostatico.

En el 52% de los niflos de nuestro grupo se tiene un antecedente de sangrado
de tubo digestivo alto, llamando la atencion que indicadores como fibrindgeno
e INR se encuentren dentro de rangos normales, Kujovich **, Saavedra "y

'® refieren que el estado de rebalance hemostatico que existe en

Lisman
pacientes con hepatopatia cronica no puede ser evaluado por las pruebas de
la laboratorio con que actualmente se cuenta, ya que sus valores no se
asocian, ni predicen el riesgo de desarrollar hemorragia o trombosis. Se estan
desarrollando nuevas pruebas para la medicién de la coagulacién de forma
eficiente, entre las que se encuentra la prueba de generacién de trombina.

El estadio Child Pugh que predominé es el B, seguido del C y en menor
proporcion el A, lo que traduce una mortalidad sin trasplante hepatico a un afo

de 20% para el estadio B, 55% para el estadio C y un 15% a dos afios para el
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estadio A.° Por lo que es esperado que la casi totalidad de la muestra (92%)
se encuentren en protocolo de trasplante hepatico.

Se incluyeron dentro del protocolo 5 paciente en quienes por biopsia (biopsia
tomada al momento del diagndstico) no se documenta aun cirrosis, sin
embargo con datos de hipertension portal en uno de ellos, y por patologia de
base (atresia de vias biliares) se espera una evolucion a cirrosis de etapas
tempranas con necesidad de trasplante hepatico a mediano plazo.

En relacion a los estudios de gabinete hay una diferencia importante en la
deteccion de hipertension portal en relacion al ultrasonido doppler (16%) y por
endoscopia (68%), lo cual puede estar en funcion de que los estudios de
imagen son dependientes del operador y que algunos hallazgos endoscopicos
son de hipertension portal incipiente (varices pequefias).

Sélo el 66% de los pacientes con atresia de vias biliares cuenta con derivaciéon
biliodigestiva tipo Kasai, lo cual nos habla de que existe una deteccién tardia
de este tipo de patologia. La funcionalidad de la derivacion biliodigestiva no es
la optima y esto se puede inferir por el estadio Child Pugh, tenemos 3
pacientes (16%) con atresia de vias biliares derivados en estadio A, 6
pacientes (32%) en estadio B y 3 pacientes (16%) en estadio C, lo cual nos
sugiere que no es solo la oportunidad con que se realice la derivacion lo que
determina la funcionalidad, sino que en el prondstico influyen situaciones
como técnica quirurgica y procesos infecciosos agregados.

La mayor parte de la literatura encontrada describe el comportamiento de la
trombofilia en pacientes con cirrosis que ya presentaron un evento de
trombosis, y son en poblacion adulta, en quienes se agregan factores de
riesgo como obesidad, inmovilizacion y patologias cronico degenerativas.
Tripodi refiere que la enfermedad hepatica cronica se asocia a un desequilibrio
procoagulante, este desequilibrio se cree que se debe a la disminucién de la
proteina C y aumento del factor VIl de la coagulacion; por su lado Garcia-
Fuster identific6 en pacientes con cirrosis que sufrieron un evento de
tromboembolia venosa la presencia de hipoalbuminemia, deficiencia de

proteinas anticoagulantes (proteina C, proteina S y antitrombina), niveles
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elevados de anticuerpos antifosfolipicos e hiperhomocisteinemia. En nuestro
estudio de los factores estudiados y con relacion a lo referido por Tripodi y
Garcia Fuster, documentamos hipoalbuminemia en el 56% de los pacientes,
deficiencia de proteina C en el 56%, deficiencia de proteina S en el 12%,
deficiencia de antitrombina en el 36% y niveles séricos incrementados de
factor VIl de la coagulacion en el 92%, la informacion es descriptiva, ya que
en nuestra poblacion no hay antecedentes ni familiares, ni personales de
eventos de trombosis.

La deficiencia de las proteinas anticoagulantes, proteina C (56%), proteina S
(12%) y antitrombina (36%) se observaron en una mayor proporcién que en la
poblacion sana y aun en aquellos con antecedente de evento de trombosis, de
acuerdo a lo reportado por Ruiz *' y Lomas *?. El haberlas encontrado en
mayor frecuencia que en la poblacion sana e incluso que en aquellos con
antecedente de evento trombdtico obedece a que en nuestro grupo la
deficiencia de las proteinas anticoagulantes es adquirida, por la falta de
sintesis por la condicién de falla hepatica a diferencia de los grupos referidos.
La deficiencia de las proteinas anticoagulantes, proteina S (12%) y
antitrombina (36%) se observaron en una proporcion similar a lo reportado en

estudios de pacientes con dafio hepatico; Cha °'

reporto deficiencia de
proteina S en 13% y deficiencia de antittombina en 42%:; por su lado Garcia '®
reporto deficiencia de proteina S y antitrombina en 23%; sin embargo para la
deficiencia de proteina C se observé una mayor frecuencia; en nuestro estudio
fue de 56% comparativamente con 13% y 23% reportados por Cha °' y Garcia
'8 respectivamente.

Los niveles de actividad del factor VIl de la coagulacion se observan
incrementados de manera general en la poblacion estudiada, observando un
mayor incremento en estadios avanzados de la enfermedad (Child Pugh C), lo
cual coincide con lo reportado por Tripodi. %°

Se documento deficiencia de proteina C en el 56% de la poblacion estudiada,
la cual al relacionarse con el estadio Child Pugh nos permite observar que sus

niveles son mayores en el estadio Child Pugh A (promedio de 90.69, seguida
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del estadio C (promedio de 61.38) y notablemente mas disminuidos en Child
Pugh B (promedio de 59.28), lo cual contraste a lo reportado por Tripodi % en
el que se habla de una tendencia a la inversa en relacion al estadio Child
Pugh.

Los niveles séricos de antitrombina guardan una tendencia de mayores
niveles de actividad en relacion al estadio Child Pugh, mayores en estadio A y
menores en estadio C, esto no esta descrito en la literatura. Los niveles
séricos de proteina S son mayores en estadio Child Pugh A, seguidos de Child
Pugh C y son menores en Child Pugh B, lo cual no guarda una relacién a
mayor afectacion de la funcion hepatica, situaciéon que tampoco se ha descrito
en la literatura.

Los niveles séricos de albumina bajos no guardan relaciéon con la deficiencia
de proteinas anticoagulantes como proteinas C, proteina S y antitrombina, lo
cual contrasta con lo referido por Northup, quien comenta que Ila
hipoalbunemia se relaciona con un mayor riesgo de tromboembolia venosa en
pacientes cirréticos que puede traducir deficiencia de las proteinas
anticoagulantes. *

En nuestro estudio la mutacion mas frecuente fue el polimorfismo por delecion
ECA-1, presente en el 34.7% de los pacientes, se ha atribuido al sistema
renina angiotensina un papel en la inmunomodulacién de los procesos
metabdlicos, su desequilibrio puede promover la fibrogénesis, el eje regulador
enzima convertidora de angiotensina se ha relacionado con la prevencién de
lesiones hepaticas (Moreira °°), con una mayor prevalencia de enfermedades
coronarias y como factor predictivo de pérdidas fetales y es considerado

dentro de espectro de los genes trombofilicos. Quintero >°

reporta una
frecuencia de presentacion del polimorfismo por delecion ECA-1 en poblacion
con pérdidas fetales de 22% y en poblacion mexicana sana de 22%; en
poblacién sana Zorrilla * reporta variaciones importante en base a la regién
geografica, en México por ejemplo su frecuencia es de un 6%, contrastando
con un 37% en poblacion Caucasica. Se realizé una comparaciéon de la

frecuencia de presentacion de la mutacion ECA-1 entre nuestro grupo y 50
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mujeres sanas mexicanas, obteniendo un valor de p = 0.10, que aunque no es
estadisticamente significativo, es comparativamente con los resultados de las
otras alteraciones genéticas del panel de trombofilia, es el que tiende a ofrecer
una mayor diferencia entre las poblaciones.

En nuestro estudio no se documentaron pacientes con la mutacion del factor V

2 en poblacién pediatrica con

Leiden, similar a lo reportado por Lomas
trombosis de la vena porta; en la poblacion sana Méxicana se reporta una
frecuencia de 0.85% . En la poblacién Caucasica la mutacion del factor V de
Leiden es el trastorno hereditario mas comun que predispone a trombosis. La
frecuencia de presentacién de la mutacién del factor V Leiden en pacientes
con antecedente de trombosis en poblacion Méxicana es de un 13% 41, en
Caucasicos de un 21% *°, y en pacientes con cirrosis de un 2.8% *?, lo cual
padece obeceder a variaciones raciales. El portador heterocigoto de la
mutacion del factor V Leiden aumenta el riesgo de trombosis 5 a 10 veces,
mientras que los individuos homocigotos para dicha mutacion tiene 80 veces
mayor riesgo. >° La comparacién entre nuestro grupo y 50 mujeres mexicanas
para la mutacién del factor V Leiden nos arroja un valor de p = 1.00, lo cual no
ofrece diferencia estadisticamente significativa, siendo la presentacién similar
entre grupos.

La mutacion del gen de la protrombina se refiere que se presenta en la
poblacién general en México con una frecuencia de 3% % se considera que
es el segundo defecto genético protrombdtico mas prevalente en la poblacion
Caucasica presente en el 6% en pacientes con antecedente de trombosis *°.
En nuestra poblacion no se documentaron mutaciones en el gen de la
protrombina, similar a lo reportado por Ayala *® en el estudio que realizé a
pacientes con dano hepatico cronico en Espafa, lo cual contrasta a lo
reportado por Lomas “2 en el estudio realizado en poblacion pediatrica con
trombosis de la vena porta donde la frecuencia de presentacion fue de un
3.7% para esta mutacion. Las diferencias en la frecuencia de presentacion se
pueden atribuir nuevamente a condiciones raciales. La comparacion entre

nuestro grupo y 50 mujeres mexicanas para la mutacion del gen de la
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protrombina nos arroja un valor de p = 1.00, lo cual no ofrece diferencia
estadisticamente significativa, siendo la frecuencia de presentacion similar
entre grupos.

La segunda trombofilia documentada en nuestra poblacion fueron los
polimorfismos de la metiltetrahidrofolato reductasa en su forma homocigota
documentamos un 8% para A1298C y 20% para C677T, y en su forma
heterocigota compuesta se presentd en un 16%. Este comportamiento es

8 en poblacién adulta con afectacion

1

similar al 30.7% reportado por Ayala
hepatica; sin embargo contrasta con lo referido por Ruiz en poblacion
Mexicana mestiza con marcados clinicos de trombofilia donde se refiere al
polimorfismo metiltetrahidrofolato reductasa C677T fue el de mas prevalente
reportandose en un 78% de los pacientes estudiados, sin embargo también se
encuentra presente en el 68% de los controles sanos por lo que no se puede
atribuir como factor causal de trombosis la presencia de esta condicién
genética. La comparacion entre nuestro grupo y 50 mujeres mexicanas para el
polimorfismo metiltetrahidrofolato reductasa C677T, para el polimorfismo
A1298C y para el polimorismo heterocigoto compuesto MTHFR
C677T/A1298C, nos arroja un valor de p = 0.80, p = 0.11, p = 1.00
respectivamente, lo cual no ofrece diferencia estadisticamente significativa,
siendo la presentacion similar entre grupos.

Documentamos deficiencias combinadas de las proteinas de la coagulacién
con mutaciones genéticas del panel de trombofilia, siendo esto es relevante ya
que se refiere que la susceptibilidad genética a la trombosis, es mas a
menudo el resultado de una combinacion de defectos protrombdticos en lugar

de un solo defecto genético. %
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Conclusiones

v

La atresia de vias biliares sigue siendo la causa numero uno de hepatopatia
cronica y cirrosis en la edad pediatrica.

Aunque se conoce sobre la menor tendencia a trombosis en grupos sanguineo
O en relacion a los no O, en nuestro estudio no se puede establecer una
conclusién a este respecto ya que ninguno de los pacientes tiene antecedente
de evento de trombosis.

La poblacion de estudio se encuentra en estadios avanzados de la
enfermedad. Los pacientes con hepatopatia cronica requeriran en algun
momento de la evolucion de su enfermedad la realizacion de un trasplante
hepatico, como opcidén terapéutica.

Los nifios con hepatopatia cronica en un estadio avanzado de la enfermedad,
tienen mayor afectacion de su estado nutricional.

El porcentaje de deteccion de hipertension portal mediante ultrasonido doppler
es muy bajo, al compararlo con los hallazgos endoscopicos.

La derivacion biliodigestiva tipo Kasai en los nifios con atresia de vias biliares
no se realiza en todos los pacientes, condiciéon que se atribuye al diagnostico
tardio.

Las deficiencias de las proteinas anticoagulantes en este grupo de pacientes
se consideran adquridas, secundarias a la falta de sintesis hepatica.

Debido a la complejidad del rebalance hemostatico en los pacientes con dafio
hepatico, no es posible tener una evaluacion de la coagulacién de forma
precisa con los recursos con que se cuenta actualmente, los métodos ideales
de profilaxis, tratamiento y seguimiento de tromboembolia venosa en
pacientes con cirrosis todavia no se han determinado.

El grupo de hematdlogos de la unidad debera valorar a este grupo de
pacientes, de momento se sugiere que no amerita intervencién terapéutica, ya
que las deficiencias en uno de los sistemas se ve compensada con la
elevacion en otros factores de la coagulacion.

La determinacion de una trombofilia no establece como tal un factor de

asociaciéon causal en relacion a un evento de trombosis, se ha visto que es
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mas frecuente que esta situacion se presente cuando hay deficiencias de las
proteinas anticoagulantes como proteina C y S, que con las mutaciones del
panel de trombofilia.

La deficiencia de las proteinas de la coagulacién tiende a correlacionar con
una tendencia en positivo con el estadio Child Pugh, a mayor afectacion de la
condicion hepatica, menor produccidén de proteinas anticoagulantes y mayor
de factor VIl de la coagulacion.

Los niveles séricos de albumina bajos no se correlaciona con deficiencias de
las proteinas anticoagulantes.

En nuestra poblacién la trombofilia de mayor prevalencia fue el polimorfismo
por delecion de la enzima convertidora de angiotensina 1, seguido de los
polimorfismos heterocigotos para la metiltetrahidrofolato reductasa C677T, en
contraste con las poblaciones Caucasicas donde el primer defecto
protrombdético es la mutacion del factor V Leiden, seguido de la mutacion del
gen de la protrombina, considerando que estas diferencias se debe a

situaciones raciales.
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Compromisos

COMPROMISOS Y LINEAS DE INVESTIGACION

Incluir reporte oficial de resulfados en expediente clinico.

Investigar polimorfismos ECA-1 en hepatopatia por
asociacion con fibrosis. _

Complementar con medicion de PAI-1, como riesgo
trombético.

Iniciar suplementacion con acido folico y vitamina B12 en
aquellos en quien se documente hiperhomocisteinemia.

Capacitacion a radiologos en relacion a ultrasonido doppler
hepatico en la identificacion de hipertension portal.

PERSONALES

Iniciar publicacion en Hepatology o JPGN.
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IM$ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

e CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Guadalajara, Jaliscoa ___ de del

Por medio de este documento acepto la participacion de mi hijo:

de manera voluntaria y libre, en el proyecto de investigacion PERFIL DE TROMBOFILIA EN EL
PACIENTE PEDIATRICO CON CIRROSIS E INSUFICIENCIA HEPATICA DEL HOSPITAL DE
PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL DE OCCIDENTE.

El estudio tiene como propésito identificar la incidencia de trombofilia en pacientes con
enfermedad hepatica crénica y pacientes sin afectacion hepatica, ya que se ha observado que en
paciente con cirrosis existe un rebalance en el sistema de coagulacion, que puede predisponer a la
formacién de trombos, siendo importante tener conocimiento de estos parametros, a fin de actuar de
forma oportuna con medidas profilacticas si asi fuera necesario. El estudio se realiza con fines de
investigacion no lucrativos.

La participacion en el estudio consiste en donar una muestra sanguinea por puncién venosa,
la cual sera sometida a estudio molecular de DNA (muestra de 5 ml, en frasco con EDTA al 10%,
enviado a Centro de Investigacion Biomédica) y perfil bioquimico (muestra de 2.7 ml, tubo con bufer
de citrato trisédico, enviado a laboratorio del Hospital de Pediatria). El cual sera conservado en un
banco de material genético.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar
cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, asimismo, estoy
enterado sobre los posibles riesgos e inconvenientes derivados de mi participacion en el estudio, que
implican las molestias y posible hematoma por la punciéon venosa y el riesgo de que no obtener un
diagndstico preciso con los marcadores genéticos empleados. El investigador principal me ha
garantizado la confidencialidad de mis datos personales y se ha comprometido a mantener mi
anonimato de manera que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones cientificas que
se generen de este estudio. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer
respecto a mi permanencia en el mismo. Los resultados del estudio se daran al paciente
correspondiente en cita de seguimiento a la consulta externa. En caso de no aceptar participar en el
estudio de ninguna forma se vera afectada la atencion médica que requiero.

Nombre y firma del tutor Investigador

Testigo Testigo
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES

Fecha

Nombre

Sexo M F

NSS

Diagnostico

Protocolo para TH Sl NO

Edad al momento del diagnéstico

Edad actual

ANTECEDENTES PATOLOGICOS

Historia familiar de trombofilia primaria

SI

NO

Evento de trombosis personal

SI

NO

DATOS CLINICOS

Peso Talla

CMB

Estado nutricio EU DM

DG

Ascitis Sl

NO Encefalopatia Sl NO

Evento de STD Sl

NO Fecha de ultimo evento de STD

CHILD PUGH A

DATOS DE LABORATORIO

Hemoglobina Hematécrito

Plaquetas

Leucocitos Grupo y Rh

TGO TGP

GGT

BT BD

Albumina TP

TTP

INR Fibrinégeno

Factor VIII Vwf

INHIBIDORES DE LA COAGULACION

Proteina C

Proteina S

Antitrombina 11l

MUTACIONES GENETICAS

Factor V Leiden

PTHR FIl 2021072

ECA-1

PAI-1

MTHFR

Ce77T

A1298C

ESTUDIOS DE GABINETE

USG Doppler

Fecha

Hallazgo

CIRUGIA

Kasai

Fecha

Hallazgo

ENDOSCOPIA

Fecha

Hallazgo

BIOPSIA HEPATICA

Fecha

Hallazgo
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Unidad de Educacion, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacién de investigacion en Salud  |NVASS

Y

; ' Direccion de Prestaciones Médicas .
MEXICO. ;s 0,
“2015, Afio del Generalisimo José Maria Morelos y Pavén®.

Dictamen de Autorizado

Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacién en Salud 1302

HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL DE OCCIDENTE LIC, IGNACIO GARCIA TELLEZ, GUADALAJARA
JALISCO, JALISCO

FECHA 23/07/2015

DR. OMLHXUXP 11

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo:

Perfil de trombofilia en el paciente pediatrico con cirrosis e insuficiencia hepatica del
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente.

que sometié a consideracion de este Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacion en
Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con la
calidad metodologica y los requerimientos de Etica y de investigacion, por lo que el dictamen es
AUTORTIZA D O,conel numero de registro institucional:

Nim. de Registro
Vi R-2015-1302-45

ATENTAMENTE

A DavI

DR.(A). JOS& DE JE RIAGH ut _
ri7estigacion iy Etica en Investigacion en Salud No. 1302

IMSS
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