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RESUMEN

TITULO:

“ESTUDIO DE GENERACION DE TROMBINA PARA LA EVALUACION DE
PROFILAXIS EN PACIENTES CON HEMOFILIA A GRAVE”.

ANTECEDENTES.

La hemofilia A es una enfermedad de origen genético, con un patrén de
herencia recesivo y ligado al cromosoma X, en el cual se encuentra el gen que
codifica el factor VIII de la coagulacién. La enfermedad se clasifica de acuerdo al
porcentaje de actividad coagulante del factor deficiente de la siguiente manera:
Grave: <1%; Moderada: entre 1-5%; Leve entre 5-40%.En México se encuentran
registrados 5221 pacientes con hemofilia, y 1092 mujeres portadoras; sin embargo
de acuerdo a la estimacion de varones en la poblacion mexicana, deben existir
alrededor de 7000 pacientes con hemofilia. En la actualidad, se carece de métodos
de laboratorio adecuados para monitorizacién del tratamiento profilactico que
reciben los pacientes con hemofilia; es por eso que nace la necesidad de este
proyecto de investigacion con la finalidad de describir las caracteristicas clinicas de
la poblacién a estudiar en torno a la presentacion de eventos hemorragicos y el tipo
de tratamiento que reciben. Se realiz6 la determinacion del EGT en pacientes
pediatricos con HA grave en profilaxis secundaria, con la finalidad de conocer su
estado hemostéatico basal y en respuesta al tratamiento profilactico. EI EGT se
realiz6 también en poblacion pediatrica sin alteraciones hemorragicas a efecto de
establecer valores pediatricos de referencia que se contrasten con los parametros
de los pacientes con hemofilia grave para establecer valores terapéuticos 6ptimos.
Se evalud la utilidad de los parametros del EGT para monitorizacion de la terapia
farmacoldgica instalada, con el objetivo final de incidir en medidas de optimizacién
del tratamiento y de ser necesario, realizar cambios en la modalidad terapéutica de
manera oportuna con impacto en la morbi-mortalidad, calidad de vida y costo
institucional.

JUSTIFICACION.

La generacion de trombina ha demostrado, que refleja el potencial de
coagulacion y los niveles de los factores deficientes en pacientes con hemofilia A.
Estos métodos podrian ayudarnos a predecir si posterior a la administracién de
concentrado de factor deficiente se mejora la hemostasia ademas de permitirnos
medir el tiempo de efecto del medicamento, y con ello optimizar las dosis de factor
necesario para cada paciente.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢La generacion de trombina puede predecir la respuesta al tratamiento con
factor VIII, en pacientes con hemofilia A grave, que reciben terapia profilactica, en
la UMAE, Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente?
OBJETIVO GENERAL.



Identificar los parametros del ensayo de la generacion de trombina que son
predictores de la respuesta a la profilaxis secundaria en pacientes con hemofilia A
grave de 8 a 15 afos de edad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Conocer la frecuencia de los eventos hemorragicos en pacientes pediatricos
con hemofilia A grave, que reciben profilaxis secundaria de 8 a 15 afios de edad.

Identificar los niveles de factor VIl basales y después de 1 hora y 48 horas
posteriores al tratamiento con profilaxis secundaria en los pacientes con HA grave.

Determinar los parametros de la generacién de trombina en los pacientes con
hemofilia A grave en condiciones basales y posteriores al tratamiento de profilaxis
secundaria.

Evaluar el nivel hemostatico en los pacientes con HA grave de acuerdo a la
modalidad terapéutica de dosis recibidas de factor VIII, para determinar si alcanzan
pardmetros adecuados o si sus dosis son insuficientes o excesivas.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Los parametros del ensayo de generacion de trombina en pacientes con
hemofilia A grave en profilaxis secundaria reflejan su estado hemostatico basal y el
efecto terapéutico, en relacidén a los niveles de actividad del factor VIII asi como a
sus parametros clinicos de tendencia hemorragica.

MATERIAL Y METODOS.
Disefio de estudio:

Longitudinal y analitico.
Universo de estudio:

Pacientes de 8 a 15 afios 11 meses de edad, con hemofilia A grave,
atendidos en el Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de Pediatria,
Guadalajara, Jalisco que se encuentran en tratamiento con profilaxis secundaria de
01 de enero de 2014 hasta el 30 de enero del 2016.

Criterios de inclusién:

Pacientes con diagnéstico de hemofilia A grave, de 8 a 15 afios 11 meses de
edad, que aceptaron la participacion en el estudio previa firma de consentimiento
informado por sus padres o tutores y a quienes se cuantifico el porcentaje de
actividad del factor VIII, en el laboratorio del Hospital de Pediatria, CMN. Dichos
pacientes se manejan bajo dos tipos de esquemas profilacticos de acuerdo a su
comportamiento hemorragico y la ponderacion de costos institucionales, incluyendo:

Profilaxis secundaria de acuerdo al esquema Sueco con dosis de reemplazo
de factor VIII de 25 a 40U/Kg dos veces por semana.

Profilaxis secundaria de acuerdo al esquema Holandés con dosis de
reemplazo de factor VIII de 15 a 25 U/Kg dos veces por semana.

Criterios de no inclusién:



Pacientes con diagndéstico de hemofilia A grave menores de 8 afios de edad,
en seguimiento y tratamiento en el Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital
de Pediatria, del &rea de Hematologia.

Pacientes con diagnéstico de hemofilia A grave, mayores de 15 afios 11
meses de edad, derechohabientes del IMSS.

Pacientes con diagnéstico de hemofilia A grave, que se encuentren
recibiendo profilaxis primaria o tratamiento a demanda.

Pacientes con diagnostico de hemofilia A grave, con inhibidor positivo de alta
0 baja repuesta.

Pacientes con diagndstico de hemofilia A grave no derechohabientes de IMSS.
ASPECTOS ETICOS.

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud y
con la declaracion de Helsinki de 1975 enmendada en 1989, y codigos y normas
internacionales vigentes de las buenas practicas médicas de la investigacion clinica.
Se cuidé la seguridad y bienestar de las pacientes, respetandose los principios
contenidos en el cédigo de Nuremberg, el informe Belmont y el cddigo de
reglamentos federales. El presente estudio requiere autorizacion de consentimiento
informado (anexo 1) debido a que se realiz6 extraccidn sanguinea mediante
venopuncion con riesgos leves inherentes al procedimiento como sangrado local,
dolor local, hematomas y punciones multiples para localizacién de la vena.
PROCEDIMIENTO METODOLOGICO.

Una vez seleccionados los pacientes que reciben profilaxis secundaria en base al
esquema Sueco Yy al esquema Holandés se consider6 como un solo grupo para el
analisis individualizado de sus parametros basales y posteriormente a la
administracion de tratamiento. Previa firma de autorizacion de consentimiento
informado por sus padres o tutores, se realizé un cuestionario elaborado por el
investigador para recoleccion de datos sociodemogréficos y caracteristicas clinicas
en torno a eventos hemorragicos. Posteriormente bajo asepsia y antisepsia se
realiz6 la toma de las muestras sanguineas mediante venopuncion con recoleccion
de tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml de sangre por tubo para la
obtencién de los valores de coagulacién basales de los pacientes: uno para la
medicién del TP, TTPa y FVIII:C y dos para la obtencién de plasma pobre en
plaquetas para la realizacion de la prueba de generacion de trombina. Se procedio
a aplicar la dosis de factor VIII, correspondiente a la profilaxis secundaria. Una hora
después de la aplicacién del factor VIII, nuevamente bajo asepsia y antisepsia se
realizé la toma de muestras sanguineas mediante venopuncién con recoleccion de
tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml de sangre por tubo: uno para
cuantificacion de actividad del FVIII:C; y dos para la obtencion de plasma pobre en
plaquetas para la realizacion de la prueba de generacion de trombina, para valorar
el pico maximo de accion del medicamento administrado. A las 48 horas de la
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aplicacion del factor VIII se tomaron nuevamente bajo asepsia y antisepsia muestras
sanguineas mediante venopuncion con recoleccion de tres tubos con citrato de
sodio 109 mM con 4.5 ml de sangre por tubo: uno para la valoracion de TP, TTPay
FVIII:C; y dos para la obtencidén de plasma pobre en plaguetas para la realizacion
de la prueba de generacion de trombina. Se realizé el analisis de generacion de
trombina mediante el ensayo de trombografia calibrada automatizada. La trombina
generada es monitoreada sobre el tiempo utilizando un sustrato fluorogénico, y el
trombograma producido mide varios parametros incluyendo el tiempo de inicio
(Lagtime), potencial endégeno de trombina (ETP) y pico (Peak). Para la obtencion
de los valores de referencia en poblacién pediatrica y para contrastar los parametros
de generacion de trombina de los pacientes con hemofilia en condiciones basales y
en los dos tiempos seleccionados posteriores a la administracion del tratamiento, se
corrié simultdneamente una muestra de plasma normal de 15 pacientes pediatricos
pareados por edad y género que cuentan con derechohabiencia y que no cursan
con deficiencia de los factores VIII/IX (se eligieron aquellos con diagndstico de
neoplasia hematoldgica previa con mas de un afio de vigilancia). El plasmas se
obtuvo cuando acudieron a realizacion de examenes de escrutinio programados;
con previa firma de autorizacion de consentimiento informado; mediante
venopuncion previo asepsia y antisepsia con toma de 2 tubos con citrato con
aproximadamente 4.5 ml de sangre en cada tubo, para determinacion de los
parametros de ensayo de generaciéon de trombina.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se analizaron los resultados obtenidos mediante el ensayo de generacion de
trombina con los obtenidos con el panel basico de coagulacion y se correlacionaran
con sus parametros clinicos de tendencia al sangrado, seran capturados en
Microsoff Office Excel 2007 y se realizara una estadistica descriptiva con medidas
de tendencia central y dispersion; para las variables cualitativas se utilizara Chi-
cuadrada para variables cuantitativas.

RECURSOS E INFRAESTRUCTURA.
Recursos fisicos:

Laboratorio de Hemostasia y Trombosis de la Division de Genética del Centro
de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) y Laboratorio de Hematologia en
IMSS U.M.A.E. Hospital de Pediatria, C.M.N.O.

Recursos materiales:

Computadora, hojas, boligrafos, impresora, fotocopias. Equipo para
realizacion de prueba de generacion de trombina (centrifuga, congelador,
incubadora, fluorometro, software para analisis de datos, kits de reactivos para
plasma pobre en plaquetas).

Recursos financieros:

Se llevara a cabo con recursos del Laboratorio de Hemostasia y Trombosis

de la Divisién de Genética del Centro de Investigacién Biomédica de Occidente.
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Recursos humanos:

Médico residente de 2do afio Subespecialidad en Hematologia Pediatrica en
IMSS U.M.A.E. Pediatria, C.M.N.O y Dra. en Ciencias adscrita al Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS.

EXPERIENCIA DEL GRUPO:

Las doctoras en ciencias, Ana Rebeca Jaloma Cruz e Hilda Luna Zaizar,
(Asesoras en Metodologia) con amplia experiencia en el diagndstico de trastornos
genéticos y pruebas funcionales de la hemostasia y trombosis, cuentan con
publicaciones recientes en torno a Ensayo de Generacion de Trombina.
Departamento Hematologia, UMAE Pediatria, C.M.N.O, IMSS con Profesor Titular
en Subespecialidad Hematologia Pediatrica, Dra. Janet Soto Padilla con amplia
experiencia por mas de 15 afios en rubro de la Hemofilia, cuenta con publicaciones
en torno a esta enfermedad, tratamiento y complicaciones. Médico residente de 2do
afio Hematologia Pediatrica, Dra. Maria Isabel Cadena De Aquino.
RESULTADOS:

El ensayo de generacién de trombina, hizo evidente los beneficios de la
profilaxis secundaria en pacientes con hemofilia A grave, al demostrar que se logra
mantener niveles hemostéaticos de generacion de trombina, lo cual fue confirmado
con la disminucion de la hemartrosis.

El parametro de ensayo de generacion de trombina que resulté el mejor predictor
de la respuesta a la profilaxis en los pacientes con hemofilia, fue el ETP con
resultado significativo P=0.014, a las 48 horas de administrada la dosis de FVIII. El
ETP basal en promedio se mantuvo en 25% alcanzando un pico a la hora de 48%,
para disminuir a las 48 horas al 30%, con respecto al plasma normal, esto se vio
reflejado en la disminucion de eventos de sangrado con resultado significativo
P=0.045. El lagtime y el Peak no arrojaron resultados significativos.
CONCLUSION:

El ensayo de generacion de trombina demostré ser una prueba confiable para
evaluar el estado hemostatico de los pacientes con hemofilia A grave y su respuesta
al tratamiento de profilaxis secundaria, siendo e ETP el parametro méas predictivo.

1. ANTECEDENTES

1.1 Historia:
En 1803 el médico estadounidense, originario de Filadelfia, llamado John
Conrad Otto escribié un relato acerca de la disposicion a eventos hemorragicos en
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algunas familias; reconocio que la condicion afectaba sélo a los varones y concluyo
que eran ellos quienes heredaban y expresaban esta enfermedad. El estudio lo
realiz6 en Plymouth, NewHampshire en 1720, al estudiar tres generaciones de un
paciente con eventos hemorrégicos (1). El uso del término hemofilia se atribuye a
Schonlein en el 1820. La presencia de los tiempos de coagulacion prolongados en
un paciente hemofilico fue lo primero que se sefalé en 1893 (2).

La hemofilia era conocida como la enfermedad real; esto se debe a la Reina
Victoria de Inglaterra (1837-1901) quien era portadora de la enfermedad. Su octavo
hijo Leopoldo era hemofilico y sufria hemorragias frecuentes (1). Leopoldo muri6 a
los 31 afios de edad, a causa de una hemorragia cerebral; tuvo una hija portadora
Alice cuyo hijo hemofilico el vizconde Trematon, murié 1928 al igual que su padre
de una hemorragia cerebral (1).

Las dos hijas de la Reina Victoria: Alicia y Beatriz eran portadoras, ellas son
las encargadas de pasar la enfermedad a las familias reales de Espafia y Alemania
(2).

En la familia real Rusa también hay antecedentes de hemofilia: Alexandra
nieta de la Reina Victoria era también portadora, se caso con Nicolas el Zar de Rusia
en 1900, su primogénito Alexis era hemofilico (1), es sin duda el hemofilico méas
conocido de la historia.

En 1930 los médicos consideraron la causa de la hemofilia secundaria a un
defecto de las plaquetas. En 1937 Patek y Taylor, dos médicos de Harvard,
descubrieron que podian corregir el problema de coagulacién mediante la adicion
de una sustancia que se extraia del plasma de la sangre; esta sustancia fue
denominada globulina anti-hemofilica.

En 1944, Pavlosky, un médico de Buenos Aires, Argentina, hizo un andlisis
en la sangre de un hemofilico y observé que existian variantes de la enfermedad, lo
que llevé al reconocimiento en 1952 de la hemofilia A y hemofilia B como dos
enfermedades distintas (1). En esta misma época se utiliz6 el plasma fresco
congelado (PFC) como primer tratamiento para la hemofilia. En 1965 fueron
descubiertos los crioprecipitados, que sustituyeron al PFC como tratamiento de
eleccion. En la década de los 70°s, se aislo el FVIII, iniciandose con esto la terapia
profilactica en los pacientes con hemofilia. Con el uso de estos hemocomponentes,
los pacientes con hemofilia en la década de los 80°s se enfrentaron a nuevas
complicaciones secundarias a los tratamientos, como fueron las infecciones
transfusionales por Hepatitis C y VIH. De ahi surgidé la necesidad de crear
tratamientos seguros; en 1992 se inicio la terapia recombinante, con lo que se
disminuyo el riesgo de infecciones transfusionales. Actualmente se encuentra en
investigacion la terapia génica para estos pacientes (2).

La hemofilia es una enfermedad rara, lo que la lleva a no ser prioridad en
paises donde el gobierno tiene problemas de salud de mayor peso como es la
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desnutricion, las enfermedades infecciosas, la tuberculosis, el HIV y la malaria como
un ejemplo (3).

1.2 Caracteristicas generales:

La hemofilia es una enfermedad hemorragica hereditaria de transmision
recesiva, ligada al cromosoma X, caracterizada por la deficiencia de la actividad de
dos factores de la coagulacion: Factor VIII o Factor IX (2).

Se manifiesta clinicamente casi exclusivamente en los varones, las mujeres
son portadoras, generalmente asintomaticas, aunque excepcionalmente habré
casos que manifiesten la enfermedad clinicamente (4).Existen casos en los que la
mujer puede expresar la enfermedad, esto al combinarse una serie de factores
como ser hija de madre portadora y padre hemofilico o por presentar lionizacion del
cromosoma X.

En el 70% de los casos se observan antecedentes familiares del
padecimiento y el otro 30% corresponde a casos esporadicos, que en un minimo de
los casos son consecuencia de una mutacion denovo en el paciente, la cual surge
en las tres ultima generaciones de los afectados y muy raramente en el mismo
paciente, pudiendo ser determinado por la deteccion directa de la mutacion por
métodos de diagndstico molecular (5).

El gen del Factor VIII (F8), esta localizado en el cromosoma X, en la banda
028, y consta de 26 exones que abarca 186 933 pares de bases (pb). Los exones
varian en tamafio de 69 pb (exdn 5) a 3106 pb (exén 14); la gran mayoria constan
de entre 69 y 250 pb de longitud. Los 25 intrones varian considerablemente en
tamafo, que van desde 207 pb (intrén 17) a 32.849 pb (intron 22) (6).

El patron de mutacion en la hemofilia, es de alto grado de heterogeneidad,
en la ubicacion y el tipo de mutacion en el gen del Factor VIII. Mas del 90% de las
mutaciones se localizan en la region codificante y promotora, asi como en los sitios
de unién de intrén-exon (7).

La inversion del intron 22 del gen del F8, es la mutacibn mas comun en la
HA; es la causa mas grave de la enfermedad debido a la inversién del gen en el
intron 22 y su interrupcidn del resto del gen, causada por una recombinacion
homologa intracromosdmica entre una regién de 9.5 kb dentro del intrén 22 del gen
F8(int22h-) y una de dos copias extragénicas situadas aproximadamente a 400-500
kb hacia la region telomérica. Este reordenamiento es responsable del 40-50% de
los casos de HA grave. Un mecanismo similar en el intron 1, es responsable del 1-
5% de los casos severos (7).

Los defectos genéticos del Factor VIII asociados con la HA se pueden dividir
en dos clases: a) Grandes reordenamientos del gen, inserciones, y supresiones, y
b) Las pequefias mutaciones que afectan sélo un pequefio nimero de nucleétidos.
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Todos los tipos de defectos pueden resultar en una enfermedad grave, pero el Gnico
defecto clinicamente importante es un reordenamiento del gen (inversion) que
implica al intron 22 del Factor VIII (6).

La importancia del Factor VIII se encuentra en la accion que lleva a cabo en
la coagulacion sanguinea; que es una serie de pasos en los que zimogenos
plasmaticos de proteasas de serina se transforman en enzimas activas. Estas
enzimas actuan para convertir procofactores a cofactores, que se ensamblan en las
superficies celulares. La naturaleza secuencial de las reacciones, en las que el
producto sirve de sustrato a la siguiente enzima, que amplificara la velocidad global
de la reaccion. El evento final es la formacion de trombina, que convierte al
fibrind6geno, en un polimero insoluble, fibrina, que forma el coagulo (8).

La trombina es la molécula “clave” del mecanismo hemostatico por sus
multiples funciones incluyendo actividades pro y anticoagulantes asi como efectos
pro-inflamatorios. La generacién de trombina es una prueba de la capacidad
hemostética de la sangre (9).

1.3 Modelo celular de la coagulacién:

Para que se produzca una hemostasia eficaz deben cooperar diferentes tipos
celulares. Las plaquetas suministran la superficie mas eficiente para la generacion
de trombina; sin embargo, carecen de FT, y por ello no pueden iniciar la coagulacion
10). Los monocitos, son capaces de ensamblar en su superficie al complejo
activador del factor X y al complejo protrombinasa, por lo que en plasma,
formandose el complejo FT/FVII, y la autoconversion catalitica del FVII a FVila
amplifica la respuesta hemostatica para generar mas complejos FT/FVila.
Iniciacion: el complejo factor VIla/FT inicia la coagulacion activando tanto al factor
IX como al factor X en una etapa inicial o de “activacion o ignicion”. Los factores IXa
y Xa resultantes tienen funciones muy diferentes en las proximas reacciones. El FXa
es necesario para que tenga lugar la activacion plaquetaria, mientras que el FIXa
se requiere para que tenga lugar una produccion suficiente de trombina (10). Fig. 1
y 2.Esta fase de iniciacion de la coagulacion permite generar FXa, que a su vez
genera pequefias cantidades del FVa, formando asi el complejo protrombinasa
inicial que producira trombina en microdosis en una fase de iniciacién rapida.
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Fig. llniciacidon de la coagulacion por el factor tisular (FT), el cual activa al factor X y al factor IX el factor Xa permanece cerca del
complejo FT/FVlla y activa al Factor V. el complejo FXa/Va puede activar pequefias cantidades de protormbina (1) en trombina
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Amplificacion: la trombina generada sobre la superficie celular activa otros procesos
enzimaticos tales como: activacion del FV, FVIII, FXI y plaquetas. Esto permite
integrar la fase de amplificacion: FV, FVIII, FXI y plaquetas (10) Fig 3.

| VET = Xa |
-

Fig. 2 El inhibidor de la via del factor tisular (IVFT), forma un complejo inhibitorio con factor Xa y bloquea al factor tisular (FT) lo que inhibe la activacién
de factor Xa en un mecanismo de retroalimentacion negativa. Sin embargo, las pequefias cantidades de factor Xa generadas permiten la activacion del
factor V y la generacién de la trombina

Propagacion: El FIXa se encuentra mucho méas capacitado para viajar a través de
la fase fluida y formar complejos en la superficie plaquetaria, pues es inhibido mas
lentamente por la antitrombina y no es neutralizado por el IVFT. Asi, el FIXa es
capaz de mantenerse a la espera por mas tiempo que el FXa, hasta que las
plaguetas sean activadas y expresen lugares de union especificos para el FIXa. El
complejo IXa/Vllla en la superficie plaquetaria proporciona un suministro continuo
de FXa asociado con esta superficie, que a su vez posibilita el ensamblaje del
complejo protrombinasa, el cual fomenta una generacion explosiva de trombina. El
FXa unido a la plagueta en presencia de su cofactor el FVa convierte la protrombina
en trombina en cantidades suficientes para generar la formacién del coagulo de
fibrina (10).
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Fig. 3 La trombina generada por el complejo de activacion FT/Vlla activa los factores V, VIII, XI y plaquetas, lo que proporciona la superficie
catalitica y las proteinas de la coagulacion indispensables para los subsecuentes procesos enzimaticos
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1.4 Estadisticas:

La Federacién Mundial de la Hemofilia informé en el 2013, a través del
reporte Annual Global Survey, una incidencia de 176, 211 pacientes con diagnostico
de hemofilia, 140 313 con Hemofilia A y 28 430 con Hemofilia B, en 107 paises,
encuestados (11). De acuerdo con estas cifras, se calcula que en el mundo hay
cerca de 400 000 personas con hemofilia y se estima una frecuencia mundial de 1
en 10 000 varones nacidos vivos de personas que padecen HA. En México se
encuentran registrados 5221 pacientes con hemofilia, y 1092 mujeres portadoras
(12); sin embargo de acuerdo a la estimacion de varones en la poblacién mexicana,
deben existir alrededor de 7000 pacientes con hemofilia.

1.5 Caracteristicas clinicas de la hemofilia:

Clinicamente la hemofilia A y B son indistinguibles. Se manifiesta a través de
la aparicion de hemorragias a cualquier nivel, con intensidad variable de acuerdo al
nivel de factor alterado circulante en plasma.

La hemofilia se clasifica de acuerdo a la severidad de la deficiencia
(porcentaje de actividad de los factores afectados) (13).Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de la Hemofilia.
CLASIFICACION FVIII:C/FIX:C MANIFESTACIONES CLINICAS

NORMAL: 50-180%

GRAVE <0.01 Ul/ml 6 <1% Hemorragias  espontaneas en las
articulaciones 0 musculos, primeros
sintomas ante del ler afio de vida.

MODERADA 0.01 a 0.05 Ul/ml 6 1- | Hemorragias prolongadas ante
5% traumatismos o cirugias mayores.

LEVE 0.05 a 0.40 Ul/ml 6 | Hemorragias ante traumatismos o cirugias.
>5% Las hemorragias espontaneas son poco

frecuentes o ausentes.

La edad de inicio de los sintomas ocurre de acuerdo con la severidad de la
enfermedad. Las hemorragias pueden aparecer en cualquier sitio anatomico, y en
relacion al sitio de sangrado y la intensidad es la gravedad clinica. Cuadro 2 (13).

La hemorragia cerebral de cualquier intensidad es la mas grave debido a que
es responsable del 70% de las muertes; no obstante el sello distintivo de la hemofilia
es el sangrado en las articulaciones que es dolorosa y conduce a inflamacién
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cronica y a la destruccion de las articulaciones: la hemartrosis es la manifestacion
clinica mas frecuente y caracteristica de la enfermedad.

La frecuencia de las hemorragias de acuerdo a su localizacién son en un 70-
80% hemartrosis, mas frecuentes en articulaciones en bisagra: tobillo, rodilla'y codo,
menos frecuentes en articulaciones esféricas: hombro, mufieca y cadera. Un 10-
20% son hemorragias musculares. 5 a 10% seran en otros sitios y las hemorragias
de SNC en menos del 5% (13).

Cuadro 2. Manifestaciones hemorragicas en pacientes con Hemofilia.
Graves Articulaciones (hemartrosis)

Musculos, en especial en los
compartimentos  profundos  (iliopsoas,
pantorrilla y antebrazo)

Mucosa de la boca, encias, nariz y
genitourinario.

Ponen en riesgo la vida. Intracraneal.

Cuello y garganta.

Gastrointestinales.

1.6 Diagnéstico:

Los estudios de escrutinio ante la sospecha de hemofilia deben incluir: TH,
TTPa, TP. Todos los resultados seran normales excepto TTPa, el cual mostrara
alargamiento de mas de 2 desviaciones estandar en relacion al testigo (14).

La confirmacion diagnostica es con la determinacion de los factores de la
coagulacion: FVIII. Los métodos que se utilizan para la determinacion de los niveles
de factores de la coagulacion son coagulometricos y cromogénicos. El diagndstico
de certeza se realiza a través de la determinacion del nivel bajo de FVIII:C (14).

Los enfoques funcionales de los ensayos de expresion geénica, los analisis
bioquimicos, la cinética de los inhibidores de FVIII o trombina; los EGT mediante
pruebas de trombografia calibrada automatizada, proporcionan nuevos parametros
de prondstico del comportamiento clinico de enfermedades como la hemofilia (7).
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El espectro clinico de la gravedad del sangrado en los pacientes con
hemofilia grave, permanece en gran medida inexplicado. Hasta cierto punto esto
puede reflejar la inexactitud en la medicidén en niveles bajos del factor deficiente.
Existe la hip6tesis de que las variaciones en otros factores de la coagulacion y sus
reguladores también pueden ayudar a explicar las variaciones en el fenotipo (15).

Los ensayos de factores de coagulacion convencionales se asocian a ciertas
limitaciones ya que no siempre reflejan la heterogeneidad clinica de las hemorragias
en pacientes con hemofilia o no reflejan correctamente la respuesta individual del
paciente al tratamiento con concentrado de factor (16).

La limitacion del criterio de la actividad de los factores deficientes de la
coagulacion (VIII/IX) para establecer la gravedad clinica de la hemofilia, puede ser
debida a la falta de reproductibilidad de las pruebas de laboratorio (factores pre
analiticos); la calidad de los reactivos, la actividad del punto cero, con el fin de tener
resultados seguros y la relacion con la gravedad clinica (7).

Estos problemas también conducen a la investigacion de nuevos métodos
con mas cercana correlacion fisioldgica, una sensibilidad mas alta y mayor precision
(menor coeficiente de variacion [CV]) como el EGT o tromboelastografia (7).

1.6.1 Diagndéstico molecular de la prueba de portadora.

La amplia heterogeneidad de las mutaciones de la hemofilia obliga al uso de
polimorfismos intragénicos para la prueba de portadora. Diferentes polimorfismos
se han descrito en el FVIII, tales como polimorfismos de nucléotidos(7).

Los métodos de secuenciacion automatizada y técnicas de analisis de alto
rendimiento del genoma humano han extendido la detecciébn de mutaciones en la
hemofilia.

1.6.2 Ensayo de generacién de trombina.

La premisa fundamental del método se basa en la trombina, como la molécula
central de la coagulacién cuyo aumento o disminucion refleja una alteracion del
equilibrio de la hemostasia (7). La generacion de trombina refleja el estado funcional
de los mecanismos de coagulacién de la sangre, como resultado de la interaccion
entre los factores pro y anticoagulantes (17).La generacién de trombina en muestras
de sangre y/o plasma se han utilizado para evaluar al sistema de coagulacion, por
medio de pruebas no especificas como los tiempos de coagulacion. Recientemente
se han desarrollado técnicas que se encuentran al alcance de laboratorios no
especializados (18).

Con el ensayo de generacion de trombina, se evalla la capacidad de un
plasma para generar trombina que es reflejada por la curva de generacién de
trombina y particularmente por el ETP(9). El EGT esta siendo evaluado actualmente
como un posible método para la caracterizacion del fenotipo hemorragico en los
pacientes con hemofilia (16).Puede medirse facilmente con trombografia calibrada
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automatizada, que muestra el curso de la formacién de trombina en una muestra de
plasma monitorizada por la division de un sustrato fluorogénico (17).

La trombografia calibrada automatizada permite una prueba rutinaria
cuantitativamente correcta de la generacién de trombina a bajo costo y de alto
rendimiento (9). En esta técnica, se afiade al plasma un sustrato fluorogénico que
al ser escindido por la trombina, libera un producto fluorescente. La curva de
generacion de trombina es una prueba de funcion global del sistema hemostatico
(Fig 4).Para construir la curva de generacion de trombina o trombograma, se grafica
a cantidad de trombina generada contra el tiempo (18), reflejando la funcién de
ensamble entre los factores procoagulantes y anticoagulantes y se caracteriza por
cuatro parametros principales:

e Tiempo de inicio: muestra que tan rapido empieza a formarse la trombina.

e Tiempo al pico: es el tiempo cuando se observa la mas alta actividad de
trombina.

e Pico de trombina: es la concentracibn mas alta de trombina alcanzada
durante el curso de la generacién e inhibicion de trombina y se expresa como
el grado maximo de incremento en la sefial fluorescente.

e Potencial endégeno de trombina: es la cantidad total de trombina formada
dentro de un cierto periodo.

La velocidad de formacion de trombina se puede calcular al dividir el pico de
trombina entre la diferencia del tiempo al pico y el tiempo de inicio (19).La
interpretacion de los resultados del potencial de trombina endégeno o el area debajo
de la curva, puede ser igual cuando se genera grandes concentraciones de trombina
que se inactivan rapidamente produciendo una curva con pico alto peroangosto,
cuando se generan bajas cantidades de trombina se obtiene una curva plana (9).La
curva de generacion de trombina tiene una fase de latencia, que es un mecanismo
ineficiente que produce los primeros vestigios de trombina, que activa ciertos
factores de la coagulacién (V y VIII). Sélo a través de esta realimentacion positiva
es que se puede iniciar la formacién explosiva de trombina (19).

Si el ETP es inferior a 20% de lo normal, se observa tendencia al sangrado.
El potencial enddgeno de trombina parece reflejar el cuadro clinico de la hemofilia
de forma mas apropiada que la medicion de los niveles de FVIII (19).

La respuesta del ETP a la infusion de una dosis estandar de FVIII difiere
considerablemente de un paciente a otro. Usando este parametro como una guia,
es posible adoptar una terapia sustitutiva en estos pacientes y asi evitar el uso
excesivo de concentrados de FVIII (19).

La Trombografia calibrada automatizada puede ser usada como prueba
funcional para la evaluacion de la capacidad hemostéatica en los pacientes con
hemofilia 6 en otras patologias para la evaluar el riesgo de sangrado o riesgo
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trombotico, para poder establecer un tratamiento dirigido (hemostatico 0
antitrombotico), ademas de permitir una adecuada correlacion entre la clinica y el
fenotipo (17).Existen estudios, donde se ha utilizado esta prueba para identificar
pacientes con hemofilia grave con fenotipo clinico leve usando plasma rico en
plaquetas (17).

Esta prueba puede ser de utilidad para el seguimiento de los pacientes con
Hemofilia sometidos a terapia de profilaxis, para proporcionar esquemas
personalizados.
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Fig. 4 Ensayo de generacién de trombina. Predictor del estado
de coagulacion de los pacientes con deficiencias de proteinas
de la coagulacion.

El EGT puede predecir | respuesta al tratamiento con FVIII, en pacientes con HA
(17).

1.7Tratamiento de la Hemofilia.

En los ultimos 50 afios, el tratamiento para la hemofilia ha evolucionado a
grandes pasos. En la década de los 60 el tratamiento consistia en administrar
plasma y crioprecipitados a los pacientes afectados, con la finalidad de incrementar
los niveles de los factores deficientes, sin ser especifico, a pesar de esto los
pacientes no respondian adecuadamente, siendo insuficiente la administracién de
estos componentes para poder controlar los episodios de sangrado. Como
consecuencia, los episodios de sangrados (sobre todo articulares) eran mas
prolongados, mas crénicos y ocasionaban mayor dafio a los tejidos (deformidades
articulares) con o que la calidad de vida del paciente se veia severamente afectada.
La hemofilia es una enfermedad de alto costo con complicaciones prevenibles que
incrementan su morbi-mortalidad (3).

En los afios 80°s, aparecen los concentrados de factor, teniendo como principal
limitante la transmision de enfermedades como hepatitis B, C y VIH; esto originé la
necesidad de purificar estos concentrados, con la finalidad de otorgar seguridad al
paciente. Por medio de la ingenieria genética se ha logrado producir concentrados
de factor purificados. A la par de los nuevos tratamientos, se han disefiado
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esquemas para la aplicacion del factor en los pacientes con hemofilia que permitan
modificar la historia natural de la enfermedad, con el objetivo de mejorar la calidad
de vida de los pacientes (20).

En hemorragias que pongan en riesgo la vida, en la HA, el FVIII se administra
cada 8 horas para mantener niveles de factor al 100% minimo por 24horas,
posteriormente cada 12 horas por 72 horas, manteniendo un nivel minimo de factor
de 50% hasta por 3 semanas (14).

Las dosis de administracion de factor de la coagulacién se determinan de
acuerdo al evento agudo que este presentando, y a la actividad del factor que se
quiera obtener. Si el paciente serd sometido a un procedimiento invasivo menor se
requiere llevar la actividad del factor entre 40 y 60%, si el procedimiento es mayor
el factor se llevara al 100%. Se recomienda la administracion del factor deficiente
una hora previa al procedimiento (cuadro 3) (14).

Cuadro 3. Dosis recomendadas de factor deficiente por evento hemorragico:

Tipo de hemorragia Hemofilia A Hemofilia B
Nivel deseado Duracion (dias) Nivel deseado Duracion (dias)
Articular 40-60% 1-2, tal vez méas si la | 40-60% 1-2, tal vez mas si la
respuesta es respuesta es
(20-30 ukg) inadecuada (40-60 ufkg) inadecuada
Muscular (excepto iliopsoas) 80-100% 2-3 a veces mas si la | 40-60% 2-3, a veces mas si la
respuesta es respuesta es
(20-30 Ulkg) inadecuada (40-60 u/kg) inadecuada
iliopsoas 80-100% 1-2 60-80% 1-2
Inicial (40-50 u/kg)
Mantenimiento 30-60% 3-5 hasta resolucién por | 30-60% 3-5, a veces mas como
imagenologia como profilaxis ~ secundaria

(15-30 u/kg) (30-60 u/kg)

profilaxis ~ secundaria durante fisioterapia.

durante fisioterapia

SNC/Cabeza
Inicial 80-100% 1-7 60-80% 1-7
Mantenimiento 50% 8-21 continuar con | 30% 8-21 continuar con

profilaxis profilaxis
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Cuello y garganta:
Inicial 80-100% 1-7 60-80% 1-7
Mantenimiento 50% 8-14 30% 8-14
Gastrointestinal
Inicial 80-100% 1-6 60-80% 1-6
Mantenimiento 50% 7-14 30% 7-14
Renal 50% 3-5 40% 3-5
Laceracion profunda 50% 5-7 40% 5-7
Cirugia (mayor) 80-100% 1-3 60-80% 1-3
Preoperatorio (40-50 u/kg) (60-80u/kg)
Postoperatorio 60-80% 4-6 40-60% 4-6
(30-40 u/kg) (40-60 u/kg)
40-60% 7-14 30-50% 7-14
(20-30 u/kg) (30-50 u/kg)

Fuente: World Federation of Hemophilia 2008.

Existen diferentes modalidades terapéuticas para el paciente con hemofilia
con el objetivo de mejorar la calidad y esperanza de vida (14).

Cuadro 4. Definiciones de los protocolos de terapia de reemplazo de factor.
PROTOCOLO DEFINICION

Tratamiento por episodios Tratamiento que se aplica cuando hay evidencia clinica de

una hemorragia.
(“a demanda)

Profilaxis Continua:

Profilaxis Primaria Tratamiento regular y continuo* que comienza a aplicarse
ante la ausencia de una enfermedad articular osteo-
cartilaginosa documentada, determinada mediante un
examen fisico y/o estudios con imagenes, y antes de que
exista evidencia clinica de una segunda hemorragia en

alguna articulacion grande**, a partir de los 3 afios.
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Tratamiento regular y continuo* que comienza a aplicarse
después de que se han producido 2 o0 mas hemorragias en
alguna articulacion grande y antes del inicio de una
enfermedad articular documentado mediante un examen
fisico y estudios con imagenes.

Profilaxis secundaria . N . .
Tratamiento regular continuo* que comienza a aplicarse a

continuacion del inicio de la enfermedad articular que se ha
documentado mediante un examen fisico y radiografias
simples de las articulaciones afectadas.

Profilaxis terciaria

Profilaxis Intermitente Tratamiento que se aplica para prevenir hemorragias

durante periodos que no excedan 45 semanas por afio.
(“perioddica”)

*Continuo se define como la intensién de aplicar un tratamiento durante 52 semanas por afio y recibir un minimo de infusiones
con una frecuencia definida a priori durante por lo menos 45 semanas (85%) del afio en consideracién. ** Articulaciones
grandes= tobillos, rodillas, caderas, codos y hombros.

La Federacion Mundial de la Hemofilia, considera el tratamiento profilactico
con factor deficiente como la mejor terapia, con la que se cuenta para mejorar la
calidad de vida de los pacientes por lo descrito en los siguientes puntos (13):

e Profilaxis es el tratamiento intravenoso de concentrado de factor para la
prevencion de episodios de sangrado (cuadro 4).

e La profilaxis fue concebida a partir de la observaciéon de que los pacientes
con hemofilia moderada con nivel de factor de la coagulacién >1 Ul/dl rara
vez presentaban episodios de sangrado espontaneo y tenian mucho mejor
preservacion de la funcion de las articulaciones.

e La profilaxis previene sangrado y dafio articular y debe ser el objetivo de la
terapia para preservar la funcién normal musculo esquelética.

El reemplazo profilactico de con factor de la coagulacion ha demostrado ser

atil, incluso cuando el nivel de factor no se mantiene por encima de 1 Ul/dl en todo
momento.
En pacientes con sangrados repetidos, particularmente en las articulaciones diana,
la profilaxis a corto plazo durante 4-8 semanas puede ser utilizada para interrumpir
el ciclo de sangrado. Esto puede ser combinado con fisioterapia intensiva o
sinoviortesis.
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La profilaxis no revierte el dafo articular ya establecido; sin embargo, se
disminuye la frecuencia de sangrado y puede retardar la progresion de la
enfermedad de las articulaciones y mejorar la calidad de vida.

La profilaxis es la administracion del factor deficiente de manera regular y
programada, cuando menos 46 semanas al afio y a largo plazo para prevenir
hemorragias o artropatias (14). Se recomienda que todos los pacientes con
actividad del factor plasmatico <2%, edad menor de 30 meses y maximo una
hemartrosis se integren a profilaxis primaria.

La profilaxis en la Hemofilia es superior al tratamiento a demanda para
prevenir el dafio articular. La profilaxis en altas dosis tal como se utiliza en Suecia
es mas efectiva en la prevencién de artropatia, que los regimenes de dosis
intermedias utilizados en Canada y los Paises Bajos adaptados para la profilaxis
primaria. El uso de profilaxis reduce el riesgo de desarrollar inhibidores (21).

En general lo profilaxis es aceptada como la mejor forma de tratamiento para
pacientes con hemofilia y se asocia con una menor incidencia de sangrado articular.
Sin embargo esta es costosa, generando debate sobre cuando y como iniciar y
continuar la profilaxis y como supervisar su eficacia (21).

Existen protocolos de profilaxis que se utilizan en la actualidad (14):

e Macon-Johnson: 25 Ul/kg, en dias alternos.

e Esguema Canadiense (escalonado):

Inicial FVIII a 50 Ul/kg, una vez por semana; seguido de 30 Ul/kg/dia, dos
veces por semana, posteriormente 25 Ul/kg/dia, tres veces por semana;
incrementando 5Ul/kg/dia cuando presente una hemartrosis espontanea.

e ESPRIT:25 Ul/kg/dia, tres veces por semana; incrementando hasta 40
Ul/kg/dia, dependiendo del nimero de eventos hemorragicos. Si el factor VI
plasmatico es menor de 1% pero sin eventos hemorragicos, no se modifica
la dosis de factor en Ul/kg.

e Protocolo Utrecht, modelo Holandés (dosis intermedias):

Inicio en mayores de 2 afios.

Dosis y frecuencia ajustadas a las manifestaciones clinicas.

15 a 25 Ul/kg por dosis administrada 2-3 veces por semana.

e Protocolo Malmoé (estandar de oro para la profilaxis primaria) modelo Sueco:
Dosis altas de factor deficiente.

Determinacion de nivel basal y dosis ajustada >1%.

Inicio del tratamiento a edades tempranas, en promedio 1.2 afios, con
infusiones  de altas cantidades de Factor, entre 25-40 Ul/kg, cada tercer dia (22).
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La dosis de factor VIII para la profilaxis secundaria aceptada va de 25 a 30
Ul/kg/dia, dos a tres veces por semana 0 a dosis menores de 10 a 20/UI/Kg 2 a 3
veces por semana, en las situaciones en las que existen mayores limitaciones en el
suministro del factor la (14).

En Suecia la profilaxis en nifilos con hemofilia grave, se ha practicado desde
1958 en un intento de convertir la enfermedad de una forma grave a una mas leve.
El tratamiento se inicia aproximadamente al afio de edad, administrando 25 UI/Kg
de peso una vez por semana. A continuacion se acelera a tres veces a la semana
o cada dos dias (21).

El régimen Holandés de la profilaxis fue introducido a los Paises Bajos en
1968. Para reducir los costos del uso de la profilaxis se usaron dosis intermedias de
FVIII. El régimen consiste en dosis de 15 UI/Kg de pesos tres veces por semana
(21).

El régimen Canadiense se caracteriza por usar dosis escalonadas. Consiste
en administrar FVIII en la etapa inicial a dosis de 50 Ul/Kg de peso una vez por
semana, en la segunda etapa a dosis de 30 Ul/Kg de peso dos veces por semana,
en la tercer etapa a dosis de 25 Ul/Kg de peso cada 48 horas, de acuerdo a los
episodios de sangrado que el paciente presente (21).

En México, la mayoria de los pacientes con hemofilia reciben tratamiento a
demanda, sin embargo el numero de pacientes nuevos quienes reciben profilaxis
primaria y secundaria de acuerdo con las guias de tratamiento ha ido en aumento
en los centros de atencion a la salud (17).

Existen varios obstaculos para poder llevar a cabo una adecuada
implementacion de profilaxis primaria como tratamiento en pacientes con hemofilia.
La profilaxis primaria requiere de disponer de un niamero mayor de unidades de
factor por paciente al afio (23), lo que incrementa los costos y en apariencia muy
altos para paises en desarrollo como el nuestro; aunque el beneficio de la profilaxis
es visible a largo plazo. Otro de los problemas a los que hay que enfrentarse es la
dificultad a la adherencia del tratamiento, el consumo de tiempo para la
administracion del mismo, la competencia familiar y el estrés relacionado con la
disposicion del nifio para la aplicacion del factor, limitan el uso de los esquemas de
profilaxis (24).

Una de las complicaciones de la terapia de reemplazo en la hemofilia es el
desarrollo de inhibidores para el factor de la coagulacion infundido (17).

Los pacientes que desarrollan inhibidores son tratados con agentes bypass
(complejo coagulante antiinhibidor y/o FVIIr) de acuerdo a los criterios
internacionales (17).En el caso de la hemofilia A, la frecuencia global reportada es
variable desde 3 a 52%, se reporta en los pacientes con hemofilia A grave desarrollo
de inhibidor de un 20-33% (25).Los estudios de incidencia de desarrollo de
inhibidores, muestran un riesgo mayor durante las primeras 50 exposiciones al
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factor deficiente infundido (26). Sin embargo existen estudios donde se demuestra
que el uso de profilaxis aporta un efecto protector para la formacion de inhibidores
(26).

El tratamiento de la hemofilia, est4 enfocado en mejorar la calidad de vida del
paciente, esto se ha logrado con el uso de terapia de reemplazo con profilaxis; sin
embargo establecer el nivel adecuado de unidades necesarias para otorgar una
correcta profilaxis es causa de debate.

Se ha demostrado que la prevencion del sangrado a nivel articular depende
directamente de los niveles de FVIII (mantener entre 1 y 4%). La ausencia de
sangrado articular se ha demostrado con niveles de FVIII mayores a 15%. Para
lograrlo se ha comparado a pacientes que reciben dosis baja de FVIII diariamente
contra los que se encuentran en profilaxis estdndar, observando disminucion de los
eventos hemorragicos en los primeros. Esto hace suponer que no solo los niveles
basales influyen en la determinacion del fenotipo hemorragico, y debe considerarse
el nivel maximo de accién del factor (pico), asi como los pardmetros
farmacocinéticos como el aclaramiento y la vida media del factor, siendo
determinantes para la prevencién de eventos hemorragicos. En pacientes que
reciben profilaxis estandar (35 a 50 UI/Kg) se ha conseguido mantener los niveles
de factor superiores al 50%, durante las 6 a 12 horas posteriores a recibir la infusion
de reemplazo.

Se han demostrado en los diferentes estudios de generacion de trombina y
hemofilia, beneficios: clinicos, de costo-eficacia, con el uso profilaxis personalizada,
evaluando la farmocinética del factor infundido, el estilo de vida, el fenotipo
hemorragico y el estado articular (27).

El ensayo de generacion de trombina se basa en la activacion de la
coagulacion después de la adicion del factor tisular, que va a actuar como un
disparador de la coagulacion (27).

Para determinar la validez del EGT, se evalu6 la capacidad de generacion de
trombina a partir de muestras de plasma de pacientes con hemofilia en diferentes
condiciones. En el estudio se analizaron muestras de 46 pacientes con hemofilia,
de los cuales 34 tenian diagndstico de HA y 12 HB, encontrando una correlacion
significativa entre los niveles plasmaticos de FVIII/FIX y el ETP, el pico de accién,
el tiempo en llegar al pico maximo y la vida media, con la medicién de generacién
de trombina. Ademas se encontré correlacion entre el fenotipo clinico y la
hemorragia severa, los resultados sugieren que el EGT podria ser una herramienta
prometedora para evaluar la capacidad del estado hemostatico en pacientes con
hemofilia (27).
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2. MARCO DE REFERENCIA

Waters et alrealizaron ensayos de generaciéon de trombina, desencadenados
con FXla, los cuales fueron sensibles para diferenciar entre las muestras que
simulaban ser de pacientes con hemofilia Ay B, sin embargo cuando utilizaron FT
para iniciar la GT no pudieron diferenciar la severidad para los pacientes con
hemofilia A. Los resultados de GT que obtuvieron con FIXa fueron mas robustos y
sensibles que con FT y muestran un uso potencial para seguimiento y vigilancia en
los pacientes tratados con concentrados de factores pegilados o no pegilados (16).

Matsumoto et al, realizaron ensayos de generacion de trombina y analisis de
la forma de la onda del coagulo (CWA), en plasmas deficientes de Factor VIIl y IX
gue fueron reconstituidos con cantidades conocidas de rFVIIl y factor IX purificado,
respectivamente. La forma de la onda del coagulo fue evaluada cualitativa y
cuantitativamente midiendo los parametros de tiempo de coagulacibn como el
tiempo de maxima velocidad de coagulacion (Minl) y el tiempo de maxima velocidad
de aceleracion (Min2). EGT también fue evaluado cualitativamente y se midié el
tiempo al pico y la altura del pico. Los resultados demostraron respuesta a la dosis
predecible de adicion de FVIII 6 FIX, siendo CWA mas sensible que EGT para la
deteccién de niveles muy bajos (0-0.1 Ul/dl) de factores (28). Lo que sugiere que la
aplicacion del analisis de la forma del coagulo de forma rutinaria en el tratamiento
de pacientes con hemofilia podria aumentar nuestra comprension de las
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caracteristicas clinicas. Sobre todo por la sensibilidad para medir niveles bajos de
FVIIl'y FIX, que no pueden ser cuantificados con métodos convencionales (29).

Dielis et al. realizaron un analisis para la valorar la generacién de trombina la
cual en presencia de trombomodulina reflejé mejor los niveles plasmaticos de FVIII.
El estudio se realiz6 evaluando a 12 pacientes con HA grave, a quienes se les
determind niveles de FVIII en plasma y la generacion de trombina, se midioé con y
sin trombomodulina, al inicio, a los 15 minutos, 1,3,6,24 y 48 horas después de la
administracion de FVIII recombinante. Encontraron que la administracion de FVIII
restauro la generacion de trombina basal, que se encontraba disminuida. Todos los
parametros de generacion de trombina regresaron a la linea de base dentro de las
48 horas, mientras la concentracion de FVIII en plasma fue incrementando y los
tiempos al pico se acortaron. En el estudio se demostré que la generacion de
trombina modificada por trombomodulina reflejé mejor los niveles de FVIIl en plasma
que sin la adicién de trombomodulina (29).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los pacientes con HA Grave, tienen tendencia al sangrado con una
frecuencia mayor que los pacientes con Hemofilia moderada y/o leve; por lo que se
han establecido esquemas de tratamiento en paises de primer mundo, que permiten
la disminucién de los episodios de sangrado y con ello reducen el dafio articular,
mejorando la calidad de vida y el desarrollo musculo esquelético y psicosocial.

Sin embargo el uso de este tipo de terapias en nuestro pais se ve limitado
por los altos costos que generay el acceso al tratamiento esta limitado en algunos
centros de atencién a la salud.

Por lo que es importante contar con recursos que nos permitan conocer la
respuesta al tratamiento de nuestros pacientes, de forma mas especifica, ya que la
cuantificacion de factor deficiente y los tiempos de coagulacion no son medidas
fiables y en muchas ocasiones no se correlacionan con la clinica del paciente, por
lo que pruebas que nos permitan cuantificar la generacion de trombina podrian
ayudarnos a establecer un mejor plan de manejo, administrando las dosis
requeridas de acuerdo a las necesidades de cada paciente. Esto a la vez permitira
optimizar de mejor manera los recursos terapéuticos; lo anterior nos lleva a la
siguiente pregunta:

¢La generacion de trombina puede predecir la respuesta al tratamiento con
factor VIII, en pacientes con hemofilia A grave, que reciben terapia profilactica, en
la UMAE, Hospital de Pediatria, del Centro Médico Nacional de Occidente?
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4. JUSTIFICACION:

La hemofilia es un trastorno genético hereditario ligado al cromosoma X,
resultando en la deficiencia o ausencia de los factores VIII y/o IX, necesarios para
que se lleve a cabo una coagulaciéon normal de la sangre. Las hemofilias se
caracterizan clinicamente por una tendencia hemorragica, la que sera proporcional
al grado de deficiencia del factor hemostatico, con algunas excepciones a esta regla.
Las hemartrosis son las manifestaciones mas frecuentes y las articulaciones mas
afectadas son las rodillas, tobillos y codos, si no son atendidas de forma eficaz y
oportuna, con el tiempo se produce un proceso de sinovitis crénica, que generara
un ciclo vicioso de inflamacién-sangrado-dafio articular irreversible lo que se conoce
como artropatia hemofilica, esto se traduce en limitacién de la funcion de las
articulaciones. Los hematomas musculares profundos y las hemorragias cerebrales,
son las manifestaciones mas graves que pueden presentar.

Datos epidemioldgicos reportan un incremento dramético de casos de
hemofilia en los ultimos 50 afios. Lo que ha llevado de forma paralela a la necesidad
de crear centros especializados en la atencion de la hemofilia, ademas de crear
alternativas de tratamientos dirigidos no sélo a disminuir el riesgo de sangrado, sino
a limitar el dafo articular, con ello mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Con todo el avance que se ha generado en el tema de la hemofilia, el
desarrollo de nuevas herramientas de laboratorio es esencial para satisfacer las
necesidades de la optimizacion de los tratamientos. Sin embargo aun no existe una
prueba de laboratorio validada para la prediccion del fenotipo de sangrado.
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Actualmente se realizan diferentes ensayos con la finalidad de establecer el
mejor método de cuantificacion para los pacientes con hemofilia, que permita
establecer la correlacion entre el grado de severidad que se expresa, con la
respuesta al tratamiento que recibe.

La generacion de trombina ha demostrado, que refleja el potencial de
coagulacion y los niveles de los factores deficientes en pacientes con hemofilia A.
Estos métodos podrian ayudarnos a predecir si posterior a la administracién de
concentrado de factor deficiente se mejora la hemostasia ademas de permitirnos
medir el tiempo de efecto del medicamento, y con ello optimizar las dosis de factor
necesario para cada paciente.

4.1 Magnitud: La hemofilia es una enfermedad con riesgo alto de morbimortalidad,
por lo que contar con técnicas que nos permitan identificar y correlacionarlo con el
fenotipo a cada uno de nuestros pacientes, nos llevaria a otorgar terapias dirigidas
no soélo basadas en los esquemas de profilaxis establecidos.

4.2 Trascendencia: Se cuenta con la técnica de cuantificacion de la actividad de
FVIII:C que son utilizados como criterios internacionales para clasificar la
enfermedad, sin embargo tiene limitaciones. No hay métodos que sean especificos
para determinar la severidad de esta enfermedad; lo que limita la adecuada
clasificacion del paciente y por lo tanto el manejo que pueda ser otorgado. Si
logramos implementar nuevos métodos que han demostrado tener la capacidad de
correlacionar lo cuantitativo con la clinica del paciente, la clasificacion del paciente
y el tratamiento oportuno seria el mejor resultado. En nuestro pais el uso de terapia
profilactica es relativamente joven, se ve limitado por cuestiones de acceso a los
recursos en cada centro hospitalario, a pesar de estar demostrada la eficacia del
manejo.

4.3 Factibilidad: el Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente,
Guadalajara, Jalisco del Instituto Mexicano del Seguro Social, es considerado
actualmente como un centro capacitado para la atencion del paciente con hemofilia,
se cuenta manejo multidisciplinario entre los servicio de Hematologia pediatrica,
ortopedia pediatrica, terapia fisica y rehabilitacion, pediatria, trabajo social,
laboratorio de coagulacion, laboratorio de genética del Centro de Investigacion
Biomédica, entre otros. La poblacion de pacientes hemofilicos atendidos en nuestro
centro, podria beneficiarse con el implemento de métodos como son la generacion
de trombina, al poder optimizarse las dosis necesarias para mantener a hemostasia
en cada uno de ellos, ademas de presentar un alto impacto en aquellos pacientes
gue desarrollan inhibidores de factor deficiente.
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5. OBJETIVOS:
5.1 General:

Identificar los pardmetros del ensayo de generacién de trombina, que son
predictores de la respuesta a la profilaxis secundaria en pacientes con hemofilia A
grave de 8 a 15 afos de edad.

5.2 Especificos:

1. Conocer la frecuencia de los eventos hemorragicos en pacientes pediatricos
con hemofilia A grave, que reciben profilaxis secundaria de 8 a 15 afios de
edad.

2. ldentificar los niveles de factor VIII basales y después de 1 hora y 48 horas
posteriores al tratamiento con profilaxis secundaria en los pacientes con HA
grave.

3. Determinar los parametros de la generacion de trombina en los pacientes con
hemofilia A grave en condicién basal y posterior al tratamiento de profilaxis
secundaria.

4. Evaluar el nivel hemostatico en los pacientes con HA grave de acuerdo a la
modalidad terapéutica de dosis recibidas de factor VIII, para determinar si
alcanzan parametros adecuados o si sus dosis son insuficientes o excesivas.
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6. HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Los parametros del ensayo de generacion de trombina en pacientes
con hemcofilia A grave en profilaxis secundaria reflejan su estado hemostatico
basal, en relacién a los niveles de actividad del FVIII, por el tratamiento
farmacoldgico instalado, asi como a sus parametros clinicos de tendencia
hemorragica.
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7. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 dentro de las instalaciones del Instituto Mexicano del
Seguro Social, en la division de Genética del Centro de Investigacién Biomédica,
con apoyo del laboratorio, asi como del servicio de Hematologia Pediatrica del
Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de Pediatria. El estudio es un tipo
de investigacion longitudinal, descriptiva y analitica.

7.1 Participantes:

Se tomaron en cuenta para este estudio, pacientes que cumplieron los siguientes
criterios de inclusion: pacientes con diagndéstico de hemofilia A grave, de 8 a 15
afios 11 meses de edad, a quienes se cuantificara el porcentaje de actividad del
factor VIII, en el laboratorio del Hospital de Pediatria, CMN. En manejo bajo dos
tipos de esquemas profilacticos de acuerdo a su comportamiento hemorragico y la
ponderacion de costos institucionales, incluyendo: profilaxis secundaria de acuerdo
al esquema Sueco con dosis de reemplazo de factor VIII de 25 a 40U/Kg dos veces
por semana y profilaxis secundaria de acuerdo al esquema Holandés con dosis de
reemplazo de factor VIl de 15 a 25 U/Kg dos veces por semana. Estos pacientes
se captaron de acuerdo a las citas programadas para los pacientes con hemofilia,
donde se explico a los padres ampliamente la finalidad del estudio y la necesidad
de la participacién activa para el registro de los eventos hemorragicos, ademas de
las tomas de muestras para el estudio correspondiente, mismo que se llevo a cabo
en los laboratorios del Centro de Investigacion Biomédico de Occidente (CIBO), en
el area de genética, laboratorio de bioquimica Il.

7.2 Material e Instrumentos:

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes con diagnostico de
hemofilia de enero a diciembre de 2015, del area de Hematologia Pediatrica que
cumplan los criterios de inclusion, clasificandolos de acuerdo al tipo de hemofilia y
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severidad que presentan, registrando la edad, presencia de artropatias, tipo de
tratamiento, presencia o ausencia de inhibidores.

Una vez seleccionados los pacientes; previa firma de autorizacion de
consentimiento informado por sus padres o tutores, se realiz6 un cuestionario
elaborado por el investigador para recoleccion de datos sociodemogréficos y
caracteristicas clinicas en torno a evento hemorragicos. Posteriormente bajo
asepsia y antisepsia se realizd extraccion de muestras sanguineas mediante
venopuncion con recoleccion de tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml
de sangre por tubo: uno para la valoracion la actividad del FVIII:C; y dos para la
obtencién de plasma pobre en plaquetas para la realizacién de la prueba de
generacion de trombina. Se procedio a aplicar dosis de factor VIII, correspondiente
a la profilaxis. Una hora después de la aplicacion del factor VII, nuevamente bajo
asepsia y antisepsia se realizar4 extraccion de muestras sanguineas mediante
venopuncion con recoleccion de tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml
de sangre por tubo: uno cuantificacion de actividad del FVIII:C; y dos para la
obtencion de plasma pobre en plaquetas para la realizacion de la prueba de
generacion de trombina, para valorar el pico maximo de accion del medicamento
administrado. A las 48 horas de la aplicacion del factor VIl se tomara nuevamente
bajo asepsia y antisepsia se realizara extraccion de muestras sanguineas mediante
venopuncién con recoleccion de tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml
de sangre por tubo: uno para la valoracion de tiempo de protrombina y tiempo de
tromboplastina parcial activada (TP, TTPa) y FVIII:C; y dos para la obtencién de
plasma pobre en plaquetas para la realizacién de la prueba de generacién de
trombina.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Tipo de estudio.

Longitudinal y analitico.

8.2 Universo de estudio.

Pacientes pediéatricos de 8 a 15 afios 11 meses de edad, con HA grave, (porcentaje
de actividad de FVIII <1%), atendidos en el Centro Médico Nacional de Occidente,
Hospital de Pediatria, Guadalajara, Jalisco, que se encuentran en tratamiento con
profilaxis secundaria del 01 de enero de 2014 al30 de noviembre de 201

8.3 Tamarfio de la muestra.

Censal, pacientes con diagnostico de Hemofilia A grave, que fueron captados de 01
de enero de 2014 a 30 de noviembre de 2015. Que se encuentren recibiendo
profilaxis secundaria en base a esquemas con reemplazo de factor a dosis de 25 a
40 UI/Kg dos veces por semana o dosis de 15 a 25 UI/Kg dos veces por semana.
8.4 Sede.

Division de Genética del Centro de Investigacién Biomédica de Occidente (CIBO);
con apoyo del laboratorio asi como del servicio de Hematologia IMSS, UMAE
Pediatria de C.M.N.O.

Centro Médico Nacional de Occidente. Hospital de Pediatria. Hematologia
Pediétrica. Instituto Mexicano del Seguro Social. Guadalajara, Jalisco.

8.5 Criterios de Inclusion.

Pacientes con diagndstico de diagnéstico de hemofilia A grave, de 8 a 15 afios 11
meses de edad, que acepten la participacibn en el estudio previa firma de
consentimiento informado por sus padres o tutores y a quienes se cuantificara el
porcentaje de actividad del factor VIII, en el laboratorio del Hospital de Pediatria,
CMN. Dichos pacientes se manejan bajo dos tipos de esquemas profilacticos de
acuerdo a su comportamiento hemorragico y la ponderacion de costos
institucionales, incluyendo:

o Profilaxis secundaria de acuerdo al esquema Sueco con dosis de reemplazo
de factor VIII de 25 a 40U/Kg dos veces por semana.
o Profilaxis secundaria de acuerdo al esquema Holandés con dosis de

reemplazo de factor VIII de 15 a 25 U/Kg dos veces por semana.
8.6 Criterios de exclusion
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Pacientes con diagnostico de hemofilia A grave menores de 8 afios de edad, en
seguimiento y tratamiento en el Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de
Pediatria, del &rea de Hematologia.

Pacientes con diagnostico de hemofilia A grave, mayores de 15 afios 11 meses de
edad, derechohabientes del IMSS.

Pacientes con diagnostico de hemofilia A grave, que se encuentren recibiendo
profilaxis primaria o tratamiento a demanda.

Pacientes con diagndstico de hemofilia A grave, con inhibidor positivo de alta o baja
repuesta.

Pacientes con diagnostico de hemofilia A grave no derechohabientes de IMSS.

8.7 Muestro y tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico, por conveniencia.

9. DEFINICION DE VARIABLES

9.1 Variable dependiente:

Evolucion clinica: se entendera solo para fines de este estudio, al estado
de salud y las caracteristicas de la enfermedad de los pacientes con hemofilia A
grave, que se encuentran en tratamiento con esquema de profilaxis primaria y/o
secundaria.

Eventos hemorréagicos: se entendera solo para fines de este estudio a la
presencia de hemorragias o sangrado activo que se presente en mucosas, tejidos
blandos, musculos, articulaciones y/o sistema nervioso central; que se manifiesten
como aumento de volumen, dolor, incremento de calor local, rubor, limitacion de la
funcién articular, alteraciones en el estado de alerta y/o conciencia.

Generacidn de trombina: se entendera solo para fines de este estudio a los
resultados obtenidos al inicio, a la hora y 72 horas de iniciada la evaluacién y
administrado el factor deficiente.

Definicién operacional: a través del registro realizado en el expediente
clinico, en las evaluaciones fisicas, de laboratorio y cuantificacién de la generacién
de trombina, asi como a través de una hoja de registro mensual que se le otorga a
los padres de los pacientes para anotar la presencia de eventos hemorragicos, la
severidad, duracién y nimero sangrados que sufrio el paciente y que tendra efecto
durante el mes de evaluacion y que servirA como indicador para evaluar la
efectividad del tratamiento profilactico.

Indicadores de la variable:

e Tipo de variable cualitativa
e Escala de variable: Ordinal.
e Tipo de variable: cualitativa.
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e Escala: Nominal. Politémica.

9.2 Variable independiente:

Hemofilia A: se entendera solo para fines de este estudio como el porcentaje
de actividad del factor VIII de la coagulacion, y la disminucién porcentual que definira
la severidad de la misma.

Esquemas de profilaxis: se entendera solo para fines de este estudio las
unidades administradas a los pacientes en profilaxis secundaria, de acuerdo a las
dosis establecidas en los pacientes, basados en los esquemas Sueco y Holandés.

Definicion operacional: Expediente clinico. Examenes de laboratorio.
Indicadores de la variable:

e Tipo de variable cuantitativa

o Escala de variable: Discreta.
e Tipo de variable: cualitativa.
e Escala: Nominal. Politbmica.

Indicadores:

e Porcentaje de actividad del Factor VIII de la coagulacién:
o 5% al 40%: leve.
o 1% al 5%: moderada.
o <1%: grave.

Cuadro 5. Operacionalizacion de las variables.

VARIABLE DEFINICION TIPO DE ESCALA DE UNIDAD DE
i MEDICION
CONCEPTUAL VARIABLE MEDICION
Evolucion Estado de salud del Cualitativa Ordinal Expediente clinico
clinica paciente
Eventos Presencia de sangrado | cuantitativo Nominal, Hoja de registro de
hemorragicos | activo en mucosas. politmica eventos

Incremento de
volumen, dolor, calor y
rubor, limitacién de la
funcion en tejidos
blandos y
articulaciones.

hemorréagicos.
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Generacion de | Tiempo de  inicio | Cuantitativa Medidas de | Minutos
trombina con | (lagtime) discreta tendencia central
plasma pobre
en plaquetas

Medidas de

tendencia central
Potencial endégeno de | Cuantitativa

trombina (ETP) discreta Nano moles por
minutos

Medidas de
tendencia central

Pico (peak) Cuantitativa
discreta Nano moles.
Hemofilia A Deficiencia del factor | Cualitativa Ordinal a)Leve
VIII de la coagulacio
b)Moderada
c) Grave

10. ANALISIS DE DATOS:

Se realizara el analisis de generacion de trombina mediante el ensayo de
trombografia calibrada automatizada. La trombina generada es monitoreada sobre
el tiempo utilizando un sustrato fluorogénico, y el trombograma producido mide
varios parametros incluyendo el tiempo de inicio (Lagtime), potencial endégeno de
trombina (ETP) y pico (Peak). Para la obtencidén de los valores de referencia en
poblacion pediatrica se incluirdn muestras de plasma de 15 pacientes pareados por
edad y género que cuenten con derechohabiencia y que no cursen con deficiencia
de los factores VIII/IX (se elegirdn aquellos con diagnostico de neoplasia
hematoldgica previa con mas de 5 afios de vigilancia). Este pool de plasmas se
obtendra cuando acudan a realizacion de examenes de escrutinio programados;
con previa firma de autorizacion de consentimiento informado; mediante
venopuncion previo asepsia y antisepsia con toma de 3 tubos con citrato con aprox
4.5 ml de sangre en cada tubo, para determinacion de parametros de ensayo de
generacion de trombina.

10.1 Anédlisis estadistico:

Posteriormente se analizaran los resultados obtenidos mediante el ensayo con los
obtenidos con el panel basico de coagulacidn y se correlacionaran con sus
pardmetros clinicos de tendencia al sangrado, seran capturados en Microsoft Office
Excel 2007 y se realizara una estadistica descriptiva con medidas de tendencia
central y dispersion, para las variables cualitativas se utilizara Chi-cuadrada y la T-
student para variables cuantitativas.
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11.ASPECTOS ETICOS:

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud y
con la declaracién de Helsinki de 1975 enmendada en 1989, y cédigos y nhormas
internacionales vigentes de las buenas practicas médicas de la investigacion clinica.
Se cuido la seguridad y bienestar de las pacientes, respetandose los principios
contenidos en el coédigo de Nuremberg, el informe Belmont y el cddigo de
reglamentos federales. El presente estudio requirié autorizacion de consentimiento
informado (anexo 1) debido a que se realizara extraccion sanguinea mediante
venopuncion con riesgo mayor al minimo inherentes al procedimiento: como
sangrado local, dolor local, hematomas y punciones mdultiples para localizacion de
la vena.
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12.RECURSOS:

Humanos:
e Médico residente de 2do afio de la Subespecialidad en Hematologia
Pediatrica, en IMSS U.M.A.E. Pediatria, C.M.N.O.
e Hematdlogo Pediatra adscrito al servicio de Hematologia Pediatrica, en
IMSS, U.M.A.E. Pediatria, C.M.N.O.
e Doctora en Ciencias adscrita al Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente, IMSS.

Fisicos:
e Laboratorio de Hemostasia y Trombosis de la Divisién de Genética Humana
del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO)
e Laboratorio de Hematologia en IMSS, U.M.A.E. Hospital de Pediatria,
C.M.N.O.

Materiales y financieros:

Materiales: computadoras, hojas, boligrafos, lapices, impresora, fotocopias,
servicio de internet. Equipo de realizacion de prueba de generacion de trombina:
centrifuga, congelador, incubadora, fluorémetro. Software para andlisis de datos.
Kits de reactivos para plasma pobre en plaquetas. Tubos de citrato para recoleccion
de muestras.

Financieros: se llevara a cabo con recursos del Laboratorio de Hemostasia y
Trombosis de la Division de Genética del Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente.
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13.RESULTADOS.

El estudio se realiz6 en la poblacion de pacientes pediatricos con diagndéstico
de hemofilia, del Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de Pediatria,
del area de Hematologia. Se cuenta con un total de 147 pacientes, de los cuales
86.3% tiene diagnodstico de hemofilia A, 13.6% hemofilia B. En este estudio nos
enfocamos en pacientes con hemofilia A grave correspondiendo al 23.6%.Se
incluyeron en el estudio 8 pacientes (26.6%), todos del sexo masculino, como
se muestra en la figura No. 4, las edades comprendidas entre 8 y 15 afios 11
meses de edad, con una media de 11.3 afios. Los pacientes que se incluyen en
el estudio cumplen los criterios establecidos, la talla y peso se mantienen dentro
de percentiles para la edad, reciben liofilizado de factor VIII, entre 15y 25 Ul/Kg
de peso dos veces por semana; con adecuado apego al tratamiento. El 100% de
los pacientes estudiados, tienen diagnéstico de hemofilia A grave, sin inhibidor
y se encuentran en el programa de profilaxis secundaria. Se evalué el nimero
de eventos de sangrado, para correlacionar la presentacion clinica de la
enfermedad y el beneficio del tratamiento. Previo al inicio de la profilaxis
secundaria 75% de los pacientes tenia mas de 5 eventos de sangrado al mes;
25% de los pacientes presentaba entre 2 y 3 eventos de sangrado al mes.
Actualmente la tendencia de los eventos de sangrado han disminuido de forma
considerable, encontramos 62.5% presenta 3 a 4 eventos al mes y 37.5%
presenta de 1 a 2 eventos de sangrado al mes. Estos resultados son
significativos estadisticamente al demostrar la disminucion de los eventos de
sangrado (figura 5).
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Figura 5. Comparaciéon de eventos de sangrado pre y post profilaxis.

Evaluacion de diferencia de sangrado de acuerdo a tratamiento con

prueba de Fisher, resultando significativa P=0.045, diferencias entre

individuos, P=0.063.
El 62.5% de los pacientes cursa con diagndstico de artropatia hemofilica, con una
distribucién por érgano blanco de los eventos de sangrado con predominio de codos

y tobillos (figura 6).

Artropatia hemofilica

= codo
= tobillo
= codo/tobillo

Ninguna

Figura 6. Relacion de articulacion blanco, con presencia de artropatia
hemofilica. Todos los pacientes reciben profilaxis secundaria,
presentaban dafio articular previo al inicio de tratamiento en alguno de
los casos.

Se evalud el TTPa y FVIII:C, para valorar la respuesta al tratamiento, se puede
observar que el 62.5% de los pacientes no incrementan las niveles basales de
FVIII:C, manteniéndose<1%, sin embargo el TTPa se acorta en el 80% de los
paciente. A la hora posterior a recibir la dosis de FVIII el 50% de los pacientes tienen
acortamiento esperado del TTPa, con incremento del FVIII:C mayor a 5%, a las 48
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horas posteriores a recibir el tratamiento, los valores son similares a los parametros

basales.
Cuadro 6. Valoracién de la respuesta con profilaxis, comparando el TTPa/FVIII:C
ID Tiempo de tratamiento con FVIII
Paciente T=0 T = 1hr T=48 hrs
No. TTPa (s) FVII:C (%) | TTPa(seg) FVII:C (%)| TTPa(seg) FVII:C (%)
1 >180/31.20 0.3 >180/31.20 9.8 78.7/32.70 1.7
2 85.5/31.2 14 51.1/31.20 23.2 95.2/32.70 0.7
3 84.3/31.30 1.2 >180.0/31.20 0 103.8/32.70 0.5
4 82.2/32.70 0.8 46.1/32.2 22.2 78.3/32.30 1
5 74.6/33.80 0.9 38.2/33.8 31.6 78.7/132.20 0.7
6 67.8/32.20 1.8 42.7/32.2 25.7 70.3/32.20 14
7 101.4/32.50 0.9 NR NR NR NR
8 119.4/32.56 0.4 NR NR NR NR
NR-No Realizados, datos faltantes en pacientes 7 y 8 por problema de acceso venoso.

Los objetivos del estudio fueron el lagtime que se mide en minutos y refleja la
velocidad del inicio de la generacion de trombina, el ETP que se mide en nMol de
trombina y representa el area bajo la curva y el peak que se mide en nMol, dentro
del ensayo se obtuvieron datos como son el ttPeak y el Vellndex, sin embargo no
proporcionaron informacion significativa para este estudio.
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I ] 4.00
48.1% -
] 3.52 3.00
30.1% %
) . 1.00
e 9.1%
0.00
TO T-th T48h  T0 T1h T48h  T-0 T-1h T-48h
ETP Peak Lagtiio

Parametros del ensayo de generacion de trombina

Minutos

Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar de los parametros de GT evaluados en todos los
pacientes antes de recibir la profilaxis (T-0), y posterior a una hora (T-1) y 48 hrs (T-48) de su
administracion.
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Los valores basales del ETP en comparacion con el pool de plasma normal
(100% de generacion de trombina) mostro que el 55.5% de los pacientes tuvo un
ETP entre 10 a 20%; en el 44.4% de los pacientes el ETP se mantuvo entre 30 a
40%. 1 hora después de administrado e FVIII e iniciada la generacion de trombina
el ETP se mantuvo entre 10 a 29% con respecto al pool de plasma normal en un
33.3% de los pacientes, en el 22.2% de los pacientes el ETP se reporté entre 30 y
49%, el ETP se reportd entre 50 a 69% en el 22.2%. y el 22.2% restante de los
pacientes generé un ETP entre 70 y 89% (figura?).

El peak (nM) se encontro entre 5-20% en el 100% de los resultados basales
de los pacientes, 1 hora después de la administracion de FVIII el peak (nM) fue
menor al 5% con respecto al control en 33.3% de los pacientes, 22.2% de los
pacientes tenian un peak entre 5 y 20% con respecto al control, 33.3% de los
pacientes presentd un peak entre 25y 40% y el 11.1% de los pacientes el peak se
reportd entre 45 a 60% con respecto al control.

EETP = Peak

60.0%
50.0%
40.0%

30.0%

% del normal

20.0%

10.0%

0.0%
T0 T-1h T-48h

Parametros del EGT

Figura 8. Valores de ETP/Peak con respecto del plasma normal a los distintos tiempos de
administracion del tratamiento profilactico.
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Los parametros del EGT que mejor reflejaron el efecto del agente terapéutico
en la coagulacion fueron el ETP y el Peak (Figura 8). El parametro del ensayo de
generacion de trombina que resulta predictor de la respuesta a la profilaxis en los
pacientes con hemofilia es el ETP, con significancia estadistica a las 48 horas de
administrado la dosis de FVIII con una P=0.014.
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10.0% - 020 &
0.0% - - 000 ©
%
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T 1 T A0k
Tiempos de tratamiento
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Figura 9 Comparacion de las variables consideradas del Ensayo de generacion de
trombina.

En la figura previa se aprecian los parametros evaluados de generacion de trombina
como porcentaje del factor normal y en el caso de lagtime, la relacion respecto a los
valores obtenidos en el plasma normal (figura 9).

13.1 Analisis de los resultados del EGT y los parametros clinicos de los
pacientes de estudio.
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Se analizaron los resultados de cada uno de los pacientes, obteniendo lo

siguiente:

Paciente 1: En los tres tiempos de administracion del tratamiento se observa
una nula generacion de trombina lo cual podria indicar, dosis terapéuticas por
debajo de lo requerido en el paciente, dato que debe ser verificado (figura 10).
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Figura 10. Ensayo de generacion de trombina, del paciente nimero 1. Valores de ETP,
comparado con cuantificacion de FVIII.

Paciente 2: El paciente alcanza una adecuada generacién de trombina,
incluso previo al inicio del ensayo lo que refleja que se alcanza el objetivo de la
profilaxis, se logra mantener el ETP >30%, siendo inicial 33.7%, a la hora alcanza
55.9% y a las 48 horas 35.90% (figura 11).
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Figura 11. Ensayo de generacion de trombina, del paciente nUmero 2. Valores de ETP,

comparado con cuantificacion de FVIII.

Paciente 3: No se alcanza la respuesta esperada de generacion de trombina,
aunque se mantiene en 30%, sin modificaciones a la hora posterior a la
administracion del FVIII, alcanzando a las 48 horas 40% de ETP, esto nos habla de
la pobre respuesta a la profilaxis, habra que analizar la dosificaciébn de acuerdo al

peso (figura 12).
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Figura 12. Ensayo de generacion de trombina, del paciente nimero 3. Valores de ETP comparado
de FVIII.
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Paciente 4: En este paciente el basal de ETP se encuentra en 40.8%, alcanza
69.30% a la hora, para posteriormente caer a 28.0% de ETP, interpretando que se
mantienen los niveles de ETP deseados >20%, y que probablemente el valor basal
mayor se debe al efecto residual de la administracion de dosis extra de FVIII (figura

13).
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Figura 13. Ensayo de generacion de trombina, del paciente nimero 4. Valores de ETP comparado
con cuantificacion de FVIII.

Paciente 5: el paciente muestra adecuada correlacion entre los niveles basal
y de 48 horas ya que oscilan alrededor de 30%, con un incremento esperado a la
hora posterior a la dosis de tratamiento de 73.2%, nos traduce adecuado apego y
dosificacion de la profilaxis (figura 14).
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Figura 14. Ensayo de generacion de trombina, del paciente numero 5, valores de ETP comparado

con cuantificacion de FVIII

Paciente 6: De este paciente se conoce el cambio genético involucrado, que

corresponde a una inversion en intron 22 del gen F8, por lo
cero su valor basal de generacion de trombina, por la falta de

gue se esperaria en
factor VIII circulante,

sin embargo mantiene valores basales de 40%, alcanzando 73% a la hora posterior
al tratamiento y cayendo nuevamente al 30.3% comparado con los controles,
correlacionado a un menor niumero de eventos de sangrado, minimo dafio articular.
Lo anterior indica que sus niveles basales de coagulacion son debidos al factor

terapéutico (figuralb).
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Figura 15. Ensayo de generacion de trombina, del paciente numero 6. Val
con FVIII. Paciente con inversion del intrén 22 en el gen F8 (Inv22-F8).
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En el paciente 7, los valores obtenidos se encuentran por debajo de <20%
que seria lo esperado, con un basal de 14.7%, alcanza a la hora 48.6%, y a las 48
horas cae a 17.7% con respecto a los controles. Probablemente estemos en dosis
sub-6ptimas que deberan valorarse posteriormente, sin embargo no hay evidencia
de artropatia indicando un buen manejo terapéutico. Este paciente también es
portador de la inversion en intron 22 del gen F8, causando ausencia completa del
FVIII (figura 16).
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Figura 16. Ensayo de generacién de trombina, del paciente numero 7. Valores de ETP comparado
con cuantificacion de FVIII

Paciente 8: los resultados obtenidos de ETP no son valorables, ya que las
muestras se encontraban hemolisadas generando los resultados invertidos de ETP
basales de 26% y a la hora 15%, no hay muestra control de 48 horas al no acudir
el paciente a la toma (figura 17).
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Figura 17. Ensayo de generacion de trombina, del paciente nimero 8. Valores de ETP,
comparadas con cuantificacién de FVIII, en muestras hemolisadas.
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14.Discusion:

De los 147 pacientes con hemofilia registrados en el servicio de Hematologia
Pediatrica, del Centro Médico Nacional de Occidente, Hospital de Pediatria, se
estudiaron solamente pacientes con hemofilia A grave, y de este grupo de pacientes
se considero a 30 con edades entre 8 y 15 afios 11 meses de edad, representando
el 30% del grupo de pacientes con hemofilia A grave, que reciben tratamiento con
profilaxis secundaria, es una muestra pequefia sin embargo se obtienen resultados
que son favorables para el uso del ensayo de generacion de trombina como
predictor del estado hemostatico de los pacientes, el rango de imprecision del
ensayo es de 2.5 a 4% (19).

Se realiz0 la evaluacion de caracteristicas clinicas como fueron los eventos de
sangrado previo al inicio del tratamiento profilactico y posterior al mismo, en el que
se vio una inversién de los porcentajes de presentacion, lo que se refleja con menor
dafio articular, a pesar de que el 70% de los pacientes estudiados tienen artropatia
hemofilica. Comparado con el estudio del 2013, que es el antecedente directo de
estudio de profilaxis en nuestro hospital (30), donde se evalud el comportamiento
de los eventos hemorragicos que presentan los pacientes con hemofilia Ay B que
reciben profilaxis donde se encontré que la rodilla y el codo representaban el 31%
de las articulaciones diana, hemos encontrado que las articulaciones méas afectadas
fueron el codo y tobillo (44.4%), esto se apega a lo descrito en la literatura a nivel
mundial (3)

Se realiz6 cuantificacion de factor FVIII a todos los pacientes en tres tiempos, en
los que se observo que el 33.3% de los pacientes logran mantener la cuantificacion
entre 1y 5%, que seria uno de los objetivos de la profilaxis, sin embargo la mayoria
de ellos retorna a los niveles basales a las 48 horas posteriores a la dosis de
tratamiento, sin que esto nos refleje el estado hemostatico del paciente.

No hubo relacién significativa entre los valores de TTPa, en los diferentes
tiempos del ensayo, sin embargo se logran mantener entre 80 y 100 segundos. Esto
es esperado en los pacientes que reciben tratamiento con profilaxis.

El ensayo de generacion de trombina, permite valorar de forma mas especifica la
generacion de trombina, ya que nos demuestra la respuesta inmediata al
tratamiento y el tiempo de efecto del sustrato, no fue posible valorar el ETP a las 4
horas, esto hubiera permitido apreciar la curva de Rho para la evaluacion de la
cinética del FVIII.

53



De forma semejante a otros estudios en nuestro pais que han empleado esta
herramienta, hemos observado que la generacion de trombina demostr6 su eficacia
para la evaluacion hemostatica (15), que correlaciona con el comportamiento clinico
de los pacientes y permite valorar la respuesta al tratamiento de los pacientes con
inhibidores (17).

El ensayo de generacion de trombina es sensible al FVIII, por lo que se vuelve
un predictor diagnéstico de peso, la finalidad de poder estudiar el estado de
coagulacion de los pacientes con deficiencia de este factor, es correlacionar el
estado hemostético bioquimico, con el estado clinico del paciente, con lo que se
podra tomar decision individualizadas para el tratamiento de cada paciente (19).

En el estudio pudimos observar que los pacientes que se encuentran con
profilaxis mantienen niveles basales de ETP >20%, con lo que se asegura el inicio
de la generacion de trombina, con el incremento al pico de tratamiento y la caida a
niveles basales.
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Figura 18. EGT de paciente que desarrollé inhibidor de alta respuesta posterior a
tratamiento con dosis altas de FVIII.

Encontramos un paciente que recientemente desarrollo inhibidor de alta respuesta
posterior a la administracion de dosis elevadas de FVIII como esquema profilactico.
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Se muestran sus datos de ETP en respuesta al tratamiento que evidencian la
presencia del inhibidor de alta respuesta (mayor a 100 UB), y un nivel nulo de FVIII,
como reflejo de una cinética de coagulacién abatida, por neutralizacion del FVIII.
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15.Conclusiones

Se observo el beneficio de la profilaxis secundaria en relacion a los eventos de
sangrado, mostrando una disminucién significativa de hemartrosis respecto a su
namero previo a la profilaxis secundaria (P=0.045).

El comportamiento hemostético de los pacientes, se favorecidé con el uso de
profilaxis a dosis bajas (25-25Ul/KQ), reflejandose clinicamente en la disminucién
de los eventos de sangrado y bioquimicamente con un ETP >20% en la mayoria de
los pacientes.

El potencial de trombina endégeno (ETP), fue el parametro mas predictivo del
ensayo de generacion de trombina (P=0.014), que mostr6 con mayor claridad los
niveles hemostaticos alcanzados por efecto de la profilaxis.

El ensayo de generacién de trombina demostré ser una prueba confiable para
evaluar el estado hemostatico de los pacientes con hemofilia A grave y su respuesta
al tratamiento de profilaxis secundaria.

Este estudio marca el antecedentes para futuras evaluaciones de todos los
pacientes que se encuentran recibiendo terapia de reemplazo con FVIII, en su forma
primaria y/o secundaria, ademas de permitir la identificacion de riesgos ante la
presencia de inhibidores.
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16.Cronograma de actividades.

MES CALENDARIO PROGRAMADO
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1 DISENO Y DESARROLLO
TECNICO
2 VALIDACION DE
INSTRUMENTOS
3 RECOLECCION DE
DATOS
4 CODIFICACION
5 PROCESAMIENTO  DE
DATOS
6 ANALISIS DE LA
INFORMACION
7 REDACCION DEL
INFORME FINAL
8 ELABORACION DE
ARTICULO
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18.ANEXOS:
18.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

’ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

INNSS UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

NOMBRE DEL ESTUDIO: ESTUDIO DE GENERACION DE TROMBINA PARA LA EVALUACION
DE

PROFILAXIS EN PACIENTES CON HEMOFILIA A GRAVE”.

LUGAR Y FECHA:

NUMERO DE REGISTRO:

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO: DETERMINAR LA GENERACION DE TROMBINA EN LOS
PACIENTES

QUE RECIBEN TERAPIA SUSTITUTIVA CON FACTOR VIII, CON LA
FINALIDAD DE ESTABLECER DOSIS PERSONALIZADAS QUE
MANTENGAN LOS NIVELES PLASMATICOS DE FACTOR VIII EN
PARAMETROS QUE EVITEN EVENTOS HEMORRAGICOS.

PROCEDIMIENTOS: SE TOMARAN SANGRE PERIFERICA REPARTIDAS EN 3 TUBOS DE
CITRATO DE 4.5 Mm CADA UNO, PREVIO A LA APLICACION DE
FACTOR VIII, ALAHORA'Y A LAS 72 HORAS POSTERIORES A
RECIBIR TERAPIA SUSTITUTIVA.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS: SANGRADO EN EL SITIO DE VENOPUNCION, DOLOR, MULTIPLES
PUNCIONES, HEMATOMA DE LA ZONA DE PUNCION.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS SE ENTREGARAN EN LA CONSULTA EXTERNA DE
HEMATOLOGIA

Y ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO:
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PARTICIPACION O RETIRO:

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD:

COLECCION DE MATERIAL BIOLOGICO:
NO AUTORIZA QUE SE TOME LA MUESTRA.

SI AUTORIZO QUE SE TOMEN LA MUESTRAS NECESARIAS, SOLO PARA ESTE ESTUDIO.

SI AUTORIZO QUE SE TOME LA MUESTRA, PARA ESTE ESTUDIO Y ESTUDIOS FUTUROS.

DISPONIBILIDAD DE TRATAMIENTO:

HEMOSTASIA.
INVESTIGADOR RESPONSABLE:

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO:

SE APLICARA DOSIS CORRESPONDIENTE A LA PROFILAXIS
SECUNDARIA, QUE RECIBE, Y SE AJUSTARA EL MANEJO DE
ACUERDO A LOS RRESULTADOS OBTENIDOS

TRATAMIENTOS DE PROFILAXIS PERSONALIZADOS A LOS
REQUERIMIENTOS NECESARIOS PARA MANTENER LA

DRA. MARIA ISABEL CADENA DE AQUINO.

COLABORADORES:

DRA. JANET MARGARITA SOTO PADILLA
DRA. ANA REBECA JALOMA CRUZ

DRA. HILDA LUNA ZAIZAR

comision.etica@imss.gob.mx

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de
Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos,
Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico:

NOMBRE Y FIRMA DE AMBOS PADRES O TUTORES O REPRESENTANTE LEGAL
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NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE NOMBRE Y FIRMA DE LA MADRE

TUTOR O REPRESENTANTE LEGAL

TESTIGO 1 TESTIGO 2

NOMBRE, DIRECCION, RELACION Y FIRMA NOMBRE, DIRECCION, RELACION Y FIRMA

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN OBTIENE EL CONSENTIMIENTO

NOMBRE Y FIRMA
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18.2 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

L)/
IMSS

SECURIDAD ¥ SOLIDARIDAD 5OCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
HOJA DE RECOLECCION DE INFORMACION

NOMBRE DEL PACIENTE:

FECHA DE NACIMIENTO:

EDAD ACTUAL:

LUGAR DE ORIGEN:

DOMICILIO:

TELEFONO:

EVENTOS HEMORRAGICOS:

TIENE FAMILIARES CON

TIPO DE TRATAMIENTO:

NUMERO DE SEGURIDAD SOCIAL:

HEMOFILIA:

EDAD DE INICIO DE TRATAMIENTO:

DIAGNOSTICO:

EVENTOS HEMORRAGICOS ANTES DE INCIAR PROFILAXIS:

CUANTOS EVENTOS DE SANGRADO PRESENTA AL MES:

ARTICULACIONES DIANA (ARTICULACION QUE MAS SANGRA):

TIENE ARTROPATIA HEMOFILICA: (DX)

TIENE ANTECEDENTES DE INHIBIDORES EN LA

P. PRIMARIA: P. SECUNDARIA:
P- TERCIARIA: A DEMANDA:

SE APLICA EL TRATAMIENTO SIN FALTA:
CUANTAS VECES POR SEMANA:

DOSIS DE FVIII:

FAMILIA:
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CUANTIFICACION DE FACTOR VIl

NIVEL BASAL:

NIVEL A LAS 72 HORAS:

PICO:

NIVEL A 1 HRA:

PET:

LAGTIME:
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