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1. RESUMEN.
CARACTERIZACION DEL POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP) STAT-4
(RS7574865) EN EL SINDROME DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS PRIMARIO
EN PACIENTES PEDIATRICOS ATENDIDOS EN EL SERVICIO DE REUMATOLOGIA
PEDIATRICA DEL CENTRO NACIONAL LA RAZA

Torres Jiménez, AR. Bekker Méndez VC, Ramirez Nova, V.

INTRODUCCION: El sindrome antifosfolipido (SAAF) es un trastorno inmunitario
adquirido caracterizado por la presencia de anticuerpos antifosfolipidos circulantes. En
pediatria no existen criterios diagnésticos definitivos, pero se conoce que las
manifestaciones hematologicas son las mas frecuentes en este grupo etario.
Actualmente se desconocen las causas de la diversidad clinica en la expresion inicial
de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS: Disefio: Observacional, prospectivo, descriptivo,
transversal, riesgo minimo. Se realizd un estudio con 22 pacientes menores de 16
afios; mexicanos, portadores de SAF, segun los criterios de Sidney 2006. Para la
deteccion de las variantes se realiz6 a partir de 2ml de sangre periférica, la extraccion
de DNA se realizo con kit comercial. Posteriormente cada una de las variantes se
determinaron por PCR en tiempo real con sondas TagMan: STAT-4 (RS7574865).
OBJETIVOS: Caracterizar la asociacion del polimorfismo STAT-4 (RS7574865) en
pacientes pediatricos mexicanos portadores de SAF comparados con una poblacion
sin enfermedad autoinmune.

RESULTADOS: Se identific6 que el 90% de los pacientes son portadores de la
mutacion del polimorfismo STAT-4 (RS7574865), 45.4% homocigoto TT y 45.4%
heterocigoto GT, al realizar el analisis estadistico no se encontrd relacién con las
manifestaciones clinicas ni de laboratorio del sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
primario en pediatricos mexicanos, pero si se identificé que ser portador homocigoto
de la mutacién confiere un riesgo de 7 veces mas de padecer SAF primario p=0.013.
CONCLUSIONES: ElI SNP STAT-4 (RS7574865) se encontr6 en el 90% de los
pacientes con sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario pediatrico; pero no

se correlacioné con ninguna manifestacion clinica ni de laboratorio.



CARACTERIZACION DEL POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP) STAT-4

(RS7574865) EN EL SINDROME DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS PRIMARIO

EN PACIENTES PEDIATRICOS ATENDIDOS EN EL SERVICIO DE REUMATOLOGIA
PEDIATRICA DEL CENTRO NACIONAL “LA RAZA”

2. INTRODUCCION.

2.1 ANTECEDENTES GENERALES.

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) es una enfermedad sistémica
autoinmune que se caracteriza por la presencia de anticuerpos dirigidos contra
fosfolipidos o proteinas plasmaticas ligadas a fosfolipidos aniénicos, entre los mas
caracteristicos incluyen: anticoagulantes ldpicos, anticuerpos anticardiolipina (aCL),
Anticuerpos Beta2-glicoproteina | (AB2GI). Ademas de los efectos de los antifosfolipidos
(aFL) sobre las vias de la coagulacion, incluidas las acciones procoagulantes de estos
anticuerpos sobre la proteina C, anexina V, las plaquetas, proteasas séricas, receptores

tipo Toll, factor tisular y fibrinélisis deteriorada.®®

Fue descrito por primera vez en la década de los 80s por Graham Hughes en donde se
demostré que existia un anticuerpo que interfiere con la unién de los fosfolipidos al
activador de protrombina prolongando el tiempo parcial de tromboplastina in vivo,
presentandose de manera paraddjica una tendencia a trombosis.® De acuerdo a su
presentacion se determina como primaria cuando ocurre sin asociacion a otra enfermedad
en el que solo un pequefio porcentaje evoluciona a Lupus eritematoso sistémico (LES)
incluso en un periodo de seguimiento largo; se define secundario cuando se asocia a
otras enfermedades reuméticas principalmente LES. Las condiciones que crean tal

susceptibilidad permanecen en gran parte indefinidas.® %

Se calcula que una incidencia de 5 por cada 100.000 personas por afio y la prevalencia
de 40 a 50 casos por cada 100.000 personas por afio en poblacién general. No existen
datos confiables sobre la incidencia y prevalencia del SAAF en nifios debido a que
actualmente no existen criterios validados para pacientes pediatricos y el diagndstico se
basa en las manifestaciones clinicas y de laboratorio reportadas con mayor frecuencia en

esta poblacion.



Karakantza M. y colaboradores en el 2004 mostraron una cohorte de 1.000 paciente con
diagnostico de SAAF de 13 paises Europeos, solo 2.8% de los pacientes fueron
diagnosticados antes de los 15 afios de edad. En pacientes pediatricos la relacion
mujer:hombre es 2:1 a 3:1, a diferencia de los pacientes adultos donde la relacién
mujer:hombre es de méas de 5:1. Actualmente se sabe muy poco acerca de la distribucién
geografica y racial de SAAF en nifios.*?'® En mudltiples estudios de pacientes con
diagnostico de SAAF primario o secundario se ha reportado como evento trombético mas
comun la trombosis de vasos pequefios en 44% y como manifestacion no trombdtica mas

comun la afeccién hematolégica en el 53% de los pacientes. %

Se han propuesto grupos de criterios diagndsticos, por distintos autores para clasificar a
los pacientes con SAAF adultos, pero no pueden ser aplicados en pediatricos debido a la
diversidad en la presentacion clinica inicial. Los criterios diagndsticos de sindrome
antifosfolipidos primario propuesto por Alarcén-Segovia'* contintan siendo vigentes sin
embargo los mas utilizado en pediatria son los criterios de Sydney 2016 (modificados de
Sapporo), determinando como sindrome antifosfolipido definitivo a la presencia de al

menos 1 criterio clinicoy 1 criterio de laboratorio.*® (Anexo 1).

Entre algunas manifestaciones clinicas no consideradas como criterio el grupo de trabajo
sobre AFL llevé acabo recomendaciones con el fin de sugerir una revision de los criterios
de clasificacidén actuales entre los que estan a considerar: la trombosis venosa superficial,
trombocitopenia, nefropatia, enfermedad valvular cardiaca migrafia, corea, mielitis
transversa y crisis convulsivas.’® Recientemente se ha estudiado que en el SAAF
pediatrico los eventos trombdticos son menos frecuentes que en los adultos, siendo las
manifestaciones hematologicas las mas frecuentemente reportadas.®” Por ello es
importante reconocer la gran diferencia que existe entre la presentacion clinica en la
etapa pediatrica vs adulto. Pero una condicion que no cambiaria o modificaria la
expresion de la enfermedad puede estar relacionada estrechamente con la presencia de

polimorfismos genéticos especificos.

Las diferentes enfermedades autoinmunes que a menudo coexisten dentro de una familia
tienen mayores tasas de concordancia en gemelos monocigotos que en gemelos dicigotos
por lo que ha sido demostrado en meta-analisis del genoma humano que diferentes
enfermedades pueden compartir los factores de mayor susceptibilidad.®®?? Actualmente,

los loci genéticos de susceptibilidad compartida que han sido documentados para
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multiples enfermedades autoinmunes incluyen el complejo de histocompatibilidad principal
genético (MHC) y polimorfismos no MHC. 29

Lundstrom E. y colaboradores en el 2013 con la justificacion que los genotipos de
Antigeno Leucocitario humano (HLA) clase Il se han relacionado con la presencia de
antifosfolipidos y el estado protrombotico, determiné la relacion existente entre los alelos
HLA-DRB1, antifosfolipidos y los eventos vasculares en pacientes con LES resultando
mas frecuente el HLA-DRB1*04 en pacientes con LES y enfermedad cerebrovascular en
comparacion con los pacientes no afectados. Esta asociacion se mantuvo después de
compararlo con los factores de riesgo cardiovascular tradicionalmente conocidos; el HLA-
DRB1*13 se asoci6 con evento vascular. La positividad de la anticardiolipina 1gG e IgM,
beta-2-glicoproteina I, protrombina IgG y el anticoagulante IUpico se asociaron con HLA-
DRB1*04, mientras que HLA-DRB1*13 se asocié con anticuerpos IgG (beta-2-
glicoproteina |, anticardiolipinas y protrombina). En pacientes con los alelos de riesgo
combinados, HLA-DRB1*04/13 tuvo una interaccién aditiva significativa para evento

vascular y enfermedad cerebrovascular isquémica.®

Un estudio realizado por Sdnchez ML et. al, 2004 en la unidad de investigacién de Lupus
en Reino Unido identificd la asociacion del polimorfismo HLA-DM con la produccion de
anticuerpos antifosfolipidos. Se reporté que la variacion en el gen HLA-DM es importante
para producir un grupo de autoanticuerpos patégenos y antifosfolipidos fundamentado en
gue la presentacion de antigeno esta restringido al HLA de clase |l e involucrado en la
produccion de AFL.?®

Los polimorfismos de nucleétido unico (SNP) del transductor de sefial y activador del gen
de la transcripcion 4 (STAT-4) parece ser uno de los mejores ejemplos del tipo no HLA. El
gen STAT-4 se encuentra en el cromosoma 2033 y es un factor de transcripcion
fundamental en la diferenciacion y proliferacion de células T helper 1 (Thl) y Th17.?%%)
Dado que los linajes Thl y Th1l7 son efectores cruciales en los trastornos inflamatorios
cronicos, el gen STAT-4 tiene un papel importante en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes. Se ha determinado hasta un 25% de pacientes portadores de polimorfismos
en STAT-4 en ausencia de enfermedad reumatoldgica. Kelley et. al., 2010 describié que
el SNP de STAT-4 (rs7574865) esta asociado a un mayor riesgo de diversas
enfermedades autoinmunes complejas, incluso en diferentes poblaciones étnicas, tal es el
caso de la Artritis Reumatoide (AR) en el adulto; LES, sindrome de Sjogren primario

(SSp), esclerosis sistémica (SSc). Sin embargo, en otras publicaciones se ha reportado
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que el polimorfismo de STAT-4 (rs7574865) no parece estar relacionados con la
susceptibilidad de estas enfermedades ni con la etnicidad. -4

Horita, T., et al, en el 2008 estudiaron el SNP de STAT-4 (rs7574865) G/T como un factor
de riesgo exclusivamente en el sindrome antifosfolipido primario basado en estudios
familiares y/o manifestaciones clinicas del SAAF, asi como las asociaciones de LES con
SAAF en las que comparten un mecanismo comun para el inicio de la enfermedad o su
progresion. Ademas de algunos polimorfismos para antigenos diana para antifosfolipidos
y genética trombotica como factores de riesgo. En este estudio se investig6 el SNP
rs7574865 de STAT-4 en pacientes japoneses con SAAF y los comparé con controles
sanos. Se registraron 74 pacientes con SAAF (37 con SAAF primario y 37 con SAAF
secundario asociado a SLE) y 414 controles sanos étnicamente pareados. Todos los
pacientes cumplian criterios de clasificacion de SAAF. En total 70 pacientes cumplieron
con criterio trombético y 19 con criterio obstétrico. La frecuencia del alelo T de rs7574865
en SAAF (42,6%) fue significativamente elevado en comparacion con los controles sanos
(31.6%). Cuando se analiza solo en pacientes con SAAF primario, la frecuencia del alelo
T de rs7574865 (48.6%) fue mas alto. Esta asociacion todavia se observd después de la
caracterizacion de las manifestaciones clinicas de SAAF. Los resultados demostraron por
primera vez, la correlacion positiva entre el alelo T de STAT4 rs7574865 y SAAF, incluso
mejor al hacer énfasis en SAAF primario, lo que sugiere que el SNP de STAT-4 juega un
papel crucial en la patogénesis de trastornos autoinmunes, incluidos AR, LES, SSc y
SAAF independientemente de la etnia.®®

Yin Hong y colaboradores, en el 2009 estudiaron la asociaciéon de STAT-4, BLK, BANK1 o
IRF5 con el objetivo de investigar la susceptibilidad genética que pudiera explicar la
similitud entre LES y el SAAF primario. Se estudiaron 133 pacientes con SAAF primario
clasificados de acuerdo a los criterios de Sydney y 468 controles sanos de la misma area
geogréfica. Se estudiaron tres SNP en IRF5 (rs2004640, rs2070197 y rs10954213), cuatro
SNP de STAT-4 (rs1467199, rs3821236, rs3024866 y rs7574865), dos SNP en BANK1
(rs10516487 y rs3733197) y un SNP de BLK (rs2736340). Se demostré que STAT-4 y
BLK muestran una fuerte asociacion genética con SAAF primario para rs7574865, con un
Odds Ratio (OR) 2.19, P 5.17 x 10”7; para rs2736340 un OR 2.06, p= 1.78 x 10, una débil
asociacion con IRF5 y no se observé asociacion con BANK1. A pesar de las similitudes

clinicas y serologicas del LES y SAAF primario aun no es posible determinar una
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asociacion genética mas compleja y son pocos los genes de susceptibilidad determinados
en LES. @V

Liang, Y.L., et. al., en el 2012 publicé un metaandlisis donde se incluy6 el SNP de STAT-4
rs7574865 y la susceptibilidad de enfermedades autoinmunes entre diferentes etnias.
Para ello se utilizaron los informes relevantes publicados antes de septiembre del 2011.
Se realiz6 para el genotipo T/T (efecto recesivo), T/T + G/T (efecto dominante) y alelo T,
encontrandose 40 estudios con 90 comparaciones de LES, 19 de AR, 3 con diabetes tipo
1 (DT1), 11 con SSc y 4 con enfermedades autoinflamatorias (EAI), 3 con SSp, 4 con
Artritis reumatoide Juvenil (AlJ), 2 con SAAF primarios, 1 con enfermedad tiroidea
autoinmune, 1 con esclerosis mdltiple, 1 con psoriasis, 1 con granulomatosis de Wegener,
1 con diabetes tipo 2 y 1 con arteritis de células gigantes. Las probabilidades generales
del Odds Ratio para el alelo-T rs7574865 aumento significativamente en SLE, AR, DT1,
SSc, AlJ y SAAF primario (OR = 1.56, 1.25, 1.13, 1.34, 1.25 y 2.15 respectivamente,
p<0.00001) y en EAl y SSp (OR = 1.11 y 1.33 respectivamente, p<0.05). Con ello se
demostré que el alelo T rs7574865 de STAT-4 confiere susceptibilidad para LES, AR,
DT1, SSc, AlJ, APS, EAIl y SSp apoyando la hipotesis de la asociacion entre el

polimorfismo del gen STAT-4 y el subgrupo de enfermedades autoinmunes. ¢

En pacientes mexicanos, el IRF5 tiene fuerte asociacion con LES, pero no esta
relacionado con el SAAF primario. Recientemente se ha demostrado que STAT-4 SNP
rs7574864 se asocia con un aumento de la sensibilidad de sefalizacién a interferén (IFN)
y con menores niveles de IFN en suero, sin embargo, actualmente se desconocen los
niveles plasmaticos anormales de IFN que pudiesen ser identificados en los pacientes con
SAAF primario. Yin Hong. et. al., evidencié que solo algunos pacientes pueden llevar
alelos de riesgo para IRF5 y BANK1 pero no se concluyé especificamente, dado que adn
se necesitan mas estudios para llegar a la conclusién definitiva de la susceptibilidad
genética del SAAF primario. (139

Taylor K.E., et al., en el 2008 estudié 137 polimorfismos en la region STAT-4 en 4 series
de casos de LES (total n =1398) y 2560 controles sanos, junto con los datos clinicos para
los casos, usando pruebas condicionales, confirmaron que el haplotipo STAT-4 fue mas
significativo para el riesgo de LES. Ademas, se estudiaron polimorfismos que marcaban
este haplotipo para la asociacion con subfenotipos especificos de SLE, que incluyen la
produccion de auto-anticuerpos, nefritis, artritis, manifestaciones mucocutaneas y la edad

al momento del diagnostico. Para evitar posibles errores de tipo | a partir de la
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estratificacion de la poblacion, se volvieron a analizar los datos utilizando un subconjunto
de sujetos que se determin6 eran mas homogéneos en base al andlisis de los
componentes principales de los datos del genoma completo. Con ello se confirmaron 4
polimorfismos fuertemente asociados con LES y no hubo evidencia convincente de loci de
riesgo de SLE adicionales en la region STAT-4. El polimorfismo rs7574865 tenia una
frecuencia de alelo menor (FAM) = 31.1% en casos de LES en comparacion con 22.5% en
controles (OR=1.56, p=10(-16)). Este polimorfismo se asoci6 mas fuertemente con SLE
caracterizado por autoanticuerpos de ADN bicatenario (FAM=35.1%, OR=1.86, p<10(-
19)), nefritis (FAM=34.3%, OR=1.80, p <10 (-11)), y la edad al diagnéstico <30 afios
(FAM=33.8%, OR=1.77, p <10 (-13)). Una asociacion con nefritis severa fue aun mas
impactante (FAM=39.2%, OR= 2.35, p<10(-4) en el subconjunto homogéneo de
sujetos). Al contrario, STAT-4 se asoci6 minimamente con las Ulceras orales y
manifestaciones mas leves de la enfermedad; concluyéndose que este polimorfismo
comun de STAT-4 contribuye a la heterogeneidad fenotipica del LES, predisponiendo
especificamente a una enfermedad mas grave. ®® Hagberg N., et. al, en el 2017 describié
el riesgo de STAT4 rs7574865 (T) asociado a mayor susceptibilidad del LES y a un
fenotipo mas grave de la enfermedad, donde se incluyeron 52 pacientes con LES, dicho
estudio evidencié que los pacientes con LES poseen un alelo de riesgo STAT4 rs7574865
mostrando un aumento en la respuesta a IL-12 e IFN-a.9

Actualmente se conoce una serie de polimorfismos HLA y no HLA posiblemente
involucrados en la patogénesis del SAAF primario, todos ellos determinados en poblacién
adulta de diferentes grupos étnicos a excepcion de pacientes mexicanos mostrando un
amplio espectro de manifestaciones clinicas y de expresion de anticuerpos
antifosfolipidos. Nuestra investigacion propone determinarla caracterizacion del
polimorfismo de STAT-4 rs7574865 en pacientes pediatricos mexicanos con sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primario atendidos en el servicio de reumatologia pediatrica
del centro nacional La Raza.

3. JUSTIFICACION.

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario es una enfermedad reumatolégica la
cual debe ser clasificada de acuerdo a la presencia de trombosis arterial 0 venosa,

antecedentes de perdidas fetales recurrentes, ademas de la positividad de los anticuerpos
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antifosfolipidos (anticoagulante lUpico, anticardiolipinas y beta2-glucoproteina I) en 2

ocasiones con una diferencia de 2 semanas.

En la poblacion pediatrica, resulta complicado realizar el diagnostico de sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primario dado que las manifestaciones de trombosis arterial-
venosa o las perdidas fetales recurrentes son las manifestaciones menos comunes. Las
manifestaciones no trombadticas, como es el caso de la afecciébn hematolégica, estas son
reportadas con mayor frecuencia, siendo esta verificada y documentada recientemente en
un estudio institucional donde se estudiaron las caracteristicas clinicas y de laboratorios
iniciales de los pacientes diagnosticados con sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

primario.

Actualmente nuestro pais se conoce poco del sindrome de anticuerpos antifosfolipido
primario en la poblacién infantil, se sabe que dentro de su etiologia se encuentran las
caracteristicas inmunogenéticas; especificamente los polimorfismos independientes de
HLA que contienen genes de predisposicion algunos asociados a inmunidad innata (IRF5,
STAT4, IRANK1, TNFAIP3, SPP1, TLR4), la mayoria asociados a la via de interferén alfa;
y otros involucrados en la sefalizacion linfocitaria como BANK-1, LYN, BLK que
intervienen en la activacién o supresion de las células B o T; todos ellos considerados en
el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Si bien, estos solo se han estudiado en
poblacion adulta, mayoritariamente de origen caucasico y con enfermedades de tejido
conectivo, no se ha logrado identificar un solo polimorfismo altamente relacionado con el

sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario.

El STAT-4 rs7574865 es hasta ahora uno de los factores de transcripcion mas estudiados
por su fuerte asociacion con el desarrollo de entidades autoinmunes, sin embargo ain no
se ha determinado la asociacion que existe en el sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
primario en poblacién infantil de origen mestizo, asi como la relacién que guarda con el
cuadro clinico al inicio y en la evolucion de la enfermedad. Es por eso que dicha
investigacion se propone con la finalidad de caracterizar esta correlacién inmunogenética
con la expresion clinica al inicio y durante la evolucidon del sindrome de anticuerpos

antifosfolipidos primario en nifios mexicanos.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

-Caracterizar el polimorfismo de nucleétido Unico STAT-4 rs7574865 en el sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primario en pacientes pediatricos atendidos en el servicio de
Reumatologia pediatrica en el Hospital Centro Médico Nacional La Raza “Dr. Gaudencio
Gonzéalez Garza”.

5. OBJETIVOS GENERAL.

-Caracterizacion del polimorfismo de STAT-4 rs7574865 en pacientes pediatricos
portadores de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario atendidos en el servicio
de Reumatologia pediatrica en el Centro Médico Nacional La Raza. “Dr. Gaudencio

Gonzalez Garza”.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Identificar la presencia del polimorfismo de nucleétido Unico STAT-4 rs7574865 en
pacientes pediatricos con diagnéstico de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
primario.

2. Correlacionar las manifestaciones clinicas iniciales con la presencia del
polimorfismo de STAT-4 rs7574865.

3. Correlacionar las caracteristicas de laboratorios iniciales con la presencia del
polimorfismo de STAT-4 rs7574865.

4. Determinar el riesgo relativo de ser portador homocigoto o heterocigoto del
polimorfismo de STAT-4 rs7574865.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS.
1. Describir las caracteristicas demogréficas, clinicas, laboratorio y de tratamiento en

pacientes pediatricos con sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primarios

6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 TIPO DE ESTUDIO.

Descriptivo. Observacional, Retrospectivo, transversal.
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6.2 UNIVERSO DE TRABAJO.

Pacientes con diagnostico de sindrome de anticuerpos antifosfolipido primario,
menores de 16 afios en seguimiento por el servicio de Reumatologia pediatrica del
Hospital General CMN La Raza Dr. Gaudencio Gonzalez Garza, hasta Enero del
2018.

6.3 LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.

Departamento de Reumatologia Pediatrica en UMAE Hospital General de CMN La
Raza. “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”.
Unidad de investigacién en inmunologia e infectologia en UMAE Hospital General

de CMN La Raza. “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”.

6.4 CRITERIOS DE INCLUSION.

Pacientes menores de 16 afios con diagnéstico de Sindrome de Anticuerpos
Antifosfolipidos Primario de acuerdo a los Criterios de clasificacion de SAAF de
Alarcén-Segovia (1992) o con positividad para anticuerpos antifosfolipidos
(Anticardiolipina IGG, IGM, anticoagulante lapico) y manifestaciones clinicas
atribuibles a estos; atendidos en el servicio de Reumatologia pediatrica en el CMN
La Raza Dr. Gaudencio Gonzalez Garza.

Pacientes con expediente completo.

Para ser considerados en el estudio genético, todos los tutores de los menores
participantes firmaran consentimiento informado.

Pacientes diagnosticados y en seguimiento hasta el periodo de Enero 2018.

6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Pacientes con Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos Secundario.
Pacientes mayores de 16 afios.
Pacientes con expediente incompleto.

Pacientes que no autoricen su participacién en el estudio.

6.6 TAMANO DE LA MUESTRA.

No probabilistico y por conveniencia.
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e Se incluyeron todos los pacientes con Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos
Primario en seguimiento en el servicio de Reumatologia pediatrica en CMN La
Raza “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” hasta Enero 2018.

e Muestra total: 22 pacientes.

6.7 VARIABLES DE ESTUDIO.

Se incluyeron variables demogréficas, hereditarias, manifestaciones clinicas,
parametros de laboratorio en pacientes con diagnostico reciente de sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primario atendidos en el servicio de Reumatologia

Pediatrica en el CMN La Raza “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”.

6.8 METODOS.

6.8.1 Determinacidn del polimorfismo del gen STAT4
6.8.1.1 Extraccién de DNA

La extraccion de DNA gendémico (gDNA) de las muestras se realiz6 con el kit comercial
Pure Link™ (genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del
producto a partir de 200 ul de sangre periférica. EI gDNA se valoré mediante el
espectofotometro NanoDrop 2000/2000c de Thermofisher Scientific para medir la

concentracion y pureza de muestra.
6.8.1.2 Integridad del DNA gendmico

Una vez cuantificado el gDNA se realizaron diluciones en cada una de las muestras para
obtener una concentracién final de 20 ng a fin de normalizarlas. Posteriormente se
amplificd por PCR punto final un gen constitutivo (Beta-actina) con el fin de constatar la

integridad de las mismas.
6.8.1.3 Ensayo de Genotipificacion mediante discriminacion alélica

Los ensayos de genotipificacion se llevaron a cabo mediante discriminacién alélica con
sondas Tagman. Este ensayo se basa en la amplificacion por PCR en tiempo real de un
segmento del gen que contiene el polimorfismo de interés mediante oligonucledtidos y

posterior discriminacién alélica mediante sondas que poseen unido covalentemente un
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compuesto fluorescente (colorante reportero), se emplearon dos sondas: una que
contiene uno de los dos tipos de colorantes (VIC 6 FAM) y es complementaria a la
secuencia de uno de los alelos y la otra sonda posee el otro colorante y
complementariedad por el otro alelo. Ambas sondas contienen una molécula que es
capaz de unirse al surco menor del DNA (Minor Groove Binder, MGB) y que aumenta la
especificidad de unirse exclusivamente a su alelo asi como una molécula que “apaga” la

fluorescencia (Non fluorescent quencher, NFQ).

Para la discriminacion de alelos durante la amplificacion por PCR deben de ocurrir los
siguientes eventos: Cada una de las sondas debe unirse especificamente a su secuencia
complementaria ubicada entre los sitios de unién de los primers sentido y antisentido. Si la
sonda Tagman esté intacta, la cercania entre el colorante reportero y la molécula NFQ
resulta en la supresion de la fluorescencia. La DNA polimerasa corta solo el extremo 5” de
las sondas Tagman que se hibridaron en su sitio blanco. El corte enzimatico separa el
colorante reportero del “quencher”, lo cual resulta en un incremento en la fluorescencia
especifica para el reportero. Este incremento ocurre solo si la secuencia amplificada es
complementaria a la sonda. Asi, la sefal fluorescente generada por el PCR indica a los
alelos presentes en la muestra. El incremento en una sola sefial de fluorescencia indica
homocigocidad (para el alelo 1 6 el alelo 2) mientras que el incremento en ambas sefiales
de fluorescencia indica heterocigocidad. Por lo tanto para llevar a cabo el ensayo se
requiere de 2 oligonucleétidos (primers) para amplificar la region de interés y 2 sondas

Tagman-MGB para llevar a cabo la discriminacion de alelos.
6.8.1.4 Procedimiento para la discriminacion alélica

En la determinacidn se utilizaron los ensayos predisefiados TagMan® SNP Genotyping
Assay, Life Technologies con nimero de referencia: rs7574865, que codifica la variante

para el gen STAT4. Secuencia contexto:
TATGAAAAGTTGGTGACCAAAATGT[G/TIAATAGTGGTTATCTTATTTCAGTGG

Para la preparaciéon de las muestras se mezclarén los siguientes reactivos con las

cantidades indicadas.
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Reactivos

Concentracion

Volumen/reaccién

final

Tagman Genotyping Master Mix 125l 2X
SNP Genotyping assay mix 1.25 ul 20X
H-O destilada 1.25 -
Templado de cDNA 10 wl =20 ng/reaccién
Volumen total 25 ul -

Se configuré el sistema Abi Prism 7300 SDS para llevar a cabo la amplificacion por tiempo

real bajo las siguientes condiciones: primera etapa de 10 minutos a 95 °C; en la segunda

etapa consta de

una desnaturalizacion

por

15 segundos a 92°C y una

hibridizacion/extension de 1 minuto a 60 °C por 45 ciclos. Antes y después de la

amplificacién, se realizé una lectura de placa para medir la fluorescencia. En la lectura

posterior el software SDS (Sequence Detection System) calculé las mediciones de

fluorescencia realizadas durante la lectura de la placa y grafica los valores Rn basados en

las sefiales de fluorescencia de cada pozo para determinar el genotipo de cada una de las

muestras.

7. DEFINICION DE VARIABLES.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION NIVEL DE INDICADORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Caracteristicas EDAD: Tiempo que EDAD: Tiempo -Cuantitativas EDAD: en afios.
demograficas ha trascurrido desde | transcurrido desde el continuas.
el nacimiento de una | nacimiento hasta el -Numérica
persona. diagnostico de la
enfermedad.
SEXO: Conjunto de SEXO: Lo referido en el | -Cualitativa e Masculino
seres pertenecientes | expediente clinico. nominal e Femenino
a un mismo sexo: -Dicotémica
Sexo masculino y
sexo femenino.
Manifestaciones | Conjunto de signosy | 1. Trombosis. -Cualitativa a. Venosa.
clinicas sintomas que se Manifestacion -Nominal -Trombosis venosa
presentan en un trombotica venosa o -Politébmica profunda en

paciente a causa de
una patologia
especifica.

arterial que se presente
Ccomo una
manifestacion inicial en
el paciente.

extremidades
(especificar

sitio )

-Trombosis superficial.
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-Trombosis de la vena
cava superior o inferior.
-Tromboembolia
pulmonar.

-Trombosis del seno
venoso cerebral.
-Trombosis de las venas
dela retina.

-Sindrome de Budd-
Chiari.
-Hipoadrenalismo.
-Edad de Addison.

b. Arterial

-Isquemia arterial en
extremidades
(especificar

sitio )

-Ataque isquémico
transitorio.
-Encefalopatia
isquémica aguda.
-Trombosis de las
arterias de la retina.
-Trombosis de la arteria
renal.

-Trombosis
microangiopatica renal.
-Infarto agudo al
miocardio.

-Infarto hepatico.
-Trombosis de la arteria
mesentérica.

-Infarto en hueso.

2. Hematolégico.
Manifestacién
hematolégica que se
presente de manera
inicial en el paciente

a. Trombocitopenia.
(Menos de 150x10°%/L)
b. Anemia hemolitica
autoinmune (prueba de
Coombs positiva 'y
reticulocitosis)

c. Leucopenia (Menos
de 4.5x10°/L)

d. Linfopenia (Menos de
1.5x10°%/L)

e. Sindrome de Fisher
Evans (AHAI +
Trombocitopenia Menos
de 150x109/L)

f. Sindrome de
anticoagulante IUpico
con hipoprotrombinemia
(anticoagulante Iupico
positivo + actividad de
factor Il menor del 50%).

3. Dermatoldgico.
Manifestacion
dermatoldgica que se
presente como
manifestacion inicial en
el paciente.

a. Livedo reticularis
b. Ulceras cutaneas
c. Fenémeno de
Raynaud.
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4. Neuroldgico.
Manifestacion
neuroldgica que se
presente como
manifestacion inicial en
el paciente.

a. Epilepsia

b. Migrafia

c. Corea

d. Defectos cognitivos
e. Enfermedades
psiquiatricas
(especificar____ )

f. Mielitis transversa
g. Esclerosis multiple
like.

h. Pérdida de audiciéon
neurosensorial.

i. Sindrome de Guillian-
Barré.

5. Otras
manifestaciones. Otras
manifestaciones
(cardiacas,
pulmonares, renales,
osteomusculares y
abortos) que se
presenten de manera
inicial en el paciente.

a. Enfermedad valvular
cardiaca

b. Oclusién coronaria

c. Trombosis
intracardiaca

d. Cardiomiopatia

e. Endocarditis de
Libman-Sacks

f. Infarto pulmonar

g. Nefropatia asociada a
sindrome antifosfolipidos
h. Necrosis avascular de
hueso.

i. Fracturas no
traumaticas

j. Abortos espontaneos.

Exdmenes de
laboratorios

1. Tiempo parcial de
tromboplastina
activada (TTPa).
Mide la actividad de
la via intrinseca
(actividad factor 1X)y
de la via comun
(factor II, X'y
cofactores) de la
cascada de
coagulacién

1. Tiempo parcial de
tromboplastina

activada.

e Normal si se
encuentra
dentro de los
rangos

establecidos
para el testigo
e Prolongado si
es mayor al
reportado para
el testigo y no
corrige con
diluciones.

-Cualitativa
-Nominal
-Dicotémica

1. Tiempo parcial de
tromboplastina activada.
e Normal (14 seg
0 menos)
e Prolongado.
(mas de 14

seg)

2. Anticoagulante
lGpico (AL).
Autoanticuerpo de
clase IgA, 1gG o IgM
se comporta con un
inhibidor adquirido de
la coagulacion,
prolonga las pruebas
de la coagulacion
dependientes de
fosfolipidos in vitro y
confiere mayor riesgo
de trombosis in vivo.

2. Anticoagulante
IUpico. Positivo en méas
de 2 ocasiones con
diferencia de 12
semanas.

2. Anticoagulante lupico.
e Positivo (mayor
a 1.2 ratios)
¢ Negativo
(menora 1.2
ratios)

3. Anticardiolipinas
(ACL) anticuerpos

3. Anticardiolipinas.
e Negativas. Cuando

3. Anticardiolipinas
e  Positivo.
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gue reconocen y
atacan la cardiolipina,
un tipo de fosfolipido
cagado
negativamente que
se encuentra en la
membrana interna de
las mitocondrias.
Inmunoglobulina
adquirida asociada a
la formacioén de
coagulos.

se determinan los
isotipos 1gG e IgM
y se reportan
negativas de
acuerdo a los
rangos
establecidos por el
laboratorio.

e Positivas. Cuando
se determinan los
isotipos IgG o IgM
y se portan
positivas con
titulos moderados
0 altos de acuerdo
a los rangos
establecidos por el
laboratorio en 2
determinaciones
con diferencia de

(aCLIgG)
Positivo
moderado: 31-
50 GPL U/ml
Positivo alto:
mayor 50 GPL
U/ml

e  Positivo.
(aCLIgM)
Positivo
moderado: 11-
15 MPL U/ml
Positivo alto:
mayor 15 MPL
U/mi

¢ Negativo.

(aCLIgG)
12 semanas. Negativo:
Menor de 20
GPL U/ml
Positivo bajo:
20-30 GPL
u/ml
e Negativo
(aCLIgM)
Negativo:
Menor de 7
MPL U/ml
Positivo bajo: 7-
10 MPL U/ml
4. VDRL (Venereal 4. VDRL 4. VDRL
Disease Research e Negativo. Cuando e Positivo:
Laboratory). la prueba de (positivo)
Prueba de fluctuacion determinacion se e Negativo:
que determina reporta negativa. (negativo)
anticuerpos e  Positivo. Cuando la
antitreponémicos prueba de
mediante el antigeno determinacion se
de cardiolipinas. reporta positiva
Puede reportarse de
forma cualitativa o
cuantitativa.
Determinacién de | Homocigoto (GG) e Dos células -Cualitativa e Positivo.
polimorfismo sexuales que -Nominal (presente)
STAT-4 tienen la misma -Dicotdmica e Negativo.
rs7574865 dotacion genética (ausente)

Homocigoto (TT)

e Dos células

sexuales que
tienen la misma
dotacion genética

Heterocigoto (GT)

e Dos células

sexuales que
tienen diferentes
dotaciones
genéticas
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Tratamiento

Conjunto de medios Tratamiento que -Cualitativa 1. Anticoagulante:
que se utilizan para recibié el paciente | -Nominal e Si
aliviar o curar una con diagnéstico de | -Dicotémica e No
enfermedad. sindrome de 2. Antiagregante
anticuerpos plaquetario:
antifosfolipidos e Si
primario al inicio de e No
la enfermedad. 3. Inmunosupresor:
e Si
e No
4. Esteroide:
e Si
e No
5. Terapia bioldgica.
e Si
e No

8. ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizara estadistica descriptiva con célculo de media, frecuencias,
porcentajes de las caracteristicas clinicas y de laboratorio. (se expresaran
en graficas y tablas). Pruebas no paramétricas: calculo de Odds Radio
(OR); Chi cuadrada, prueba T y U de Mann-Whitney.

Se usara le programa Microsoft Excel 2018 para la captura de datos de
cada paciente.

Con el programa SPSS version 15 se realizara el andlisis estadistico de los
resultados.

Se utilizara el algoritmo FINNETI (http://ihg.gsf.de/cqgi-bin/hw/hwal.pl) para

probar el equilibrio de Hardy-Weinberg (HEM) para la distribucién
genotipica de los casos y controles. Para evaluar las diferencias de
genotipo y frecuencias alélicas se utilizara prueba de Chi cuadrada. Se
calculara la razén de probabilidades (OR) y los intervalos de confianza del
95% (IC del 95%); los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

9. DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Del registro de hospitalizacién y consulta externa del servicio de Reumatologia pediatrica

en el CMN La Raza Dr. Gaudencio Gonzalez Garza se identificacion los pacientes con

diagnéstico de Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario y aquellos que

cumplieron con los criterios de inclusién se realizara revision del expediente clinico.
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En la hoja de recoleccion de datos (anexo 1), se obtendra la informacién de las
caracteristicas demogréficas, clinicas, datos de laboratorio y tratamiento iniciales de los
pacientes atendidos en el servicio de Reumatologia pediatrica en el CMN La Raza Dr.
Gaudencio Gonzéalez Garza.

Una vez identificados, se les solicitara 2 ml de sangra periférica para la determinacioén del
polimorfismo de nucle6tido Unico de STAT-4 rs7574865 por métodos de biologia
molecular. Se utilizara un grupo control con muestras de 22 pacientes sin enfermedad

reumatoldgica con fines comparativos.

10. RECURSOS HUMANGOS.

10.1 Recursos humanos.

a) Asesor de tesis Dr. Alfonso Ragnar Torres Jiménez, médico adscrito al servicio de
Reumatologia pediatrica de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza del Centro Médico Nacional La Raza, IMSS. Disefia protocolo, analizara los
resultados, realizar4 discusién y conclusiones, valorara la posibilidad de
publicacion.

b) Asesora de tesis Dra. Vilma Carolina Bekker Méndez encargada de la unidad de
investigacion en inmunologia e infectologia (UIMEII) Centro Médico Nacional La
Raza, IMSS. Recepcibn de muestras sanguineas, realiza extraccion vy
procesamiento del ADN, analizara los resultados, realizard discusion vy
conclusiones, valorara la posibilidad de publicacion.

c) Tesista Dra. Virginia Ramirez Nova residente de 2do afio de la subespecialidad
médica Reumatologia pediatrica de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza, IMSS. Elabora protocolo,

revisara los expedientes y capturara los datos en la hoja de recoleccion.

10.2 Recursos materiales.
a) La hoja de recoleccion de datos sera financiada por los investigadores para la
recoleccién de datos de los expedientes de los pacientes con sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos primarios atendidos en el servicio de Reumatologia

pediatrica de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio Gonzélez Garza del
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Centro Médico Nacional La Raza, IMSS, lo cual no generara mayor gasto para
el hospital.

b) El método para realizar la extraccion de DNA. Se cuenta con un kit comercial
para la extraccion de DNA a partir de sangre periférica.

c) En la unidad de investigacion cuenta con equipo para deteccion del
polimorfismo STAT-4 rs7574865 utilizando las sondas TagMan®

d) Hoja de recoleccién de datos y consentimiento y asentimiento.

10.3 Recursos econdmicos.

Se pretende someter el protocolo para financiamiento al fondo de investigacién en

salud (FIS) para competir por recursos.

10.4 Factibilidad.

En el servicio de Reumatologia pediatrica de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza, IMSS se atienden pacientes con
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario con edades entre 1 mes y 16 afios por
lo que es factible realizar el estudio, se cuenta con un archivo para obtener expediente,

asi como el sistema electrénico para consulta de resultados de laboratorio.

Ademas que se tendra el apoyo por parte de la unidad de investigacién del hospital de

Infectologia para la deteccién del polimorfismo de interés.
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11. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

AGO SEP | OCT | NOV DIC ENERO
ACTIVIDAD MES 2018 2018 | 2018 | 2018 | 2018 2019

BUSQUEDA
BIBLIOGRAFICA | PROYECTADO | XXX

ELABORACION Y

REVISION DE PROYECTADO XXX | XXX | XXX
PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

REVISION POR
COMITE Y PROYECTADO XXX | XXX | XXX
REELABORACION
DE PROTOCOLO

RECOLECCION DE | PROYECTADO
LAS MUESTRAS XXX

RECOPILACION PROYECTADO
DE DATOS XXX

ANALISIS DE LOS | PROYECTADO

DATOS Y XXX

ELABORACION DE
TESIS

ENTREGA DEL PROYECTADO XXX
PROYECTO

12. CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio no viola ninguno de los principios basicos de la investigacién cientifica
en seres humanos, establecido en la Asamblea Médica Mundial de la declaracion de
Helsinki en Finlandia junio de 1964, y enmendada por la 29 asamblea medica Mundial de
Tokio Japon octubre de 1975; 35va asamblea Medica Mundial de Venecia, Italia en
octubre de 1983 y 41va asamblea Medica Mundial de Hong Kong en septiembre de 1989,
ni en la dltima revision de la 48va asamblea de Somerset West, Sudafrica, octubre de

1996, y la 52va asamblea general de Edimburgo, escocia; octubre de 2000.

Nota de clarificacion del parrafo 29, agregada por la asamblea general de la AMM
Washington del 2002. Nota de clarificacion parrafo 30, agregada por la asamblea de la
AMM, Tokio 2004, y la 59 asamblea general, Seul, Korea en octubre del 2008, asi como la

ley general de Salud de la Republica Mexicana.
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Por otra parte la investigacion se apega a la ley general de salud de los Estados Unidos
mexicanos en materia de investigacion para la salud publicada DOF 27-01-2017; y las
normas dictadas por el Instituto Mexicano del Seguro Social.

Esta investigacion no trasgrede, el principio del respeto a las personas, de beneficencia y
justicia que rigen la investigacion clinica, ya que se apegara a la ley general de salud de
los Estados Unidos Mexicanos , en materia de investigacion para la salud (Titulo quinto) y
las normas dictadas por el Instituto Mexicano del Seguro social para este mismo fin.

13. CONFIDENCIALIDAD.

Estudio con riesgo minimo, se utilizaran los expedientes de los pacientes con diagnéstico
de Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipido primario en nifios, para poder hacer uso de la
informacion del expediente se pedira la autorizaciébn de ambos padres del paciente o
representante legal del paciente, se procedera a obtener la informacion si se autoriza el
uso de la misma; se garantizara la confidencialidad de los datos del paciente, por lo que
la informacion estard accesible Unicamente a personal autorizado en base a

la Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO) en la norma ISO/IEC 27002.
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14. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 22 pacientes pediatricos con sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos primario (SAAF); de los cuales 16 (72.7%) fueron de sexo femenino y 6
(27.3%) de sexo masculino, con una relacion hombre:mujer de 1:2.6 (Grafico 1).

Gréfico 1. Sexo de pacientes pediatricos diagnosticados con SAAF primario

80

607

Porcentaje
Iy
1

207

0 T T
FEMENINO MASCULINO

SEXO

La edad al diagnéstico (en afios) resulté con una media de 12 afios. La edad minima al
momento del diagndstico fue de 6 afios y la maxima de 15 afios, con la siguiente
frecuencia: 6 afios (5%); 7 afios (5%), 9 afios (5%), 10 afios (5%), 11 afios (18%), 12 afos
(18%), 13 afios (14%), 14 afos (9%) y 15 afios (23%). (Grafico 2)
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Grafico 2. Edad al diagndstico (afios)
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En cuanto al tiempo de evolucion al diagndstico (en semanas) tuvo una media de 18.5

semanas. Un minimo de 1 semana con un maximo de 108 semanas.

Manifestaciones clinicas.

De acuerdo a las caracteristicas clinicas, de los 22 pacientes solo 7 pacientes (31.8%)
tuvieron eventos trombaéticos y 15 pacientes (68.2%) eventos no tromboticos. Del 31.8%
gue presentaron trombosis el 100% fueron venosos. (Grafico 3). Del total de pacientes
gue se trombosaron 4 (18.2%) fueron en un solo sitio y 3 pacientes en dos 0 mas sitios
(13.6%). Los sitios anatémicos de trombosis venosa fueron en vena cava 1 paciente
(4.5%), a nivel femoral 3 pacientes (13.6%); extremidades inferiores y tromboembolia

pulmonar 2 pacientes (9.1%), renal y vena cava inferior 1 paciente (4.5%).
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Grafico 3. Eventos trombéticos en pediatricos con SAAF primario
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En cuanto a las manifestaciones no tromboticas, la trombocitopenia se presenté en 11
pacientes (50%). Con una media de 101,000 cel/mm?; conteo minimo plaquetario de
23,000 cel/mm?, una maxima de 369,000 cel/mm?®. De estos 4 pacientes (18.2%) se

asociaron a anemia hemolitica autoinmune (sindrome de Fisher Evans).

11 de los 22 pacientes (50%) presentaron anemia hemolitica. De estos 4 pacientes
(18.2%) se asociaron a sindrome de Fisher Evans. 10 pacientes cursaron con anemia
hemolitica autoinmune (AHA) por anticuerpos frios, 1 paciente con AHA por anticuerpos
calientes (4.5%). (Grafico 4)
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Gréfico 4. Tipo de anticuerpos en Anemia hemolitica autoinmune en pediéatricos con
SAAF primario
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La leucopenia se presentd en 2 pacientes (9.1%) de los 22 pacientes. Con una media de
7800.91 cel/mm?; cuenta minima de leucocitos de 2770 cel/mm?® y una cuenta maxima de
15460 cel/mm? leucocitos. Tres pacientes (13.6%) presentaron linfopenia. Con una media
de 2267 cel/mm?, una cuenta linfocitaria minima de 660 cel/mm3 y una maxima de 5650

cel/mma3.

Los sangrados/equimosis se presentaron en 9 pacientes (40.9%), de los cuales 7
pacientes (31.8%) cursaron con trombocitopenia y 2 pacientes (9%) con
hipoprotrombinemia. El sangrado uterino anormal lo presentaron 5 mujeres (22.7%), que

representa el 37.5% del total de mujeres con diagnostico de SAAF primario.

Se reportaron 3 pacientes (13.6%) con sindrome de anticoagulante lupico con
hipoprotrombinemia. La hipocomplementemia se presenté en 13 pacientes (59.1%). La
fraccion de complemento C4 bajo 6 pacientes (27.3%), C3 y C4 bajos 7 pacientes

(31.8%). Complemento normal en 9 pacientes (40.9%).
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En cuanto a las manifestaciones cutaneas la mas frecuente fue el livedo reticularis que se
present6 en 14 pacientes (63.6%). (Gréafico 5) El fendbmeno de Raynaud se present6 en 5
pacientes (22.7%) y ulceras orales en 2 pacientes (9.1%).

Grafico 5. Livedo reticularis en pediatricos con SAAF primario
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Con respecto a las manifestaciones neurolégicas la depresion fue la mas frecuente en 4
pacientes (18.2%) (Grafico 6); defectos cognitivos 3 pacientes (13.6%), migrafia 3
pacientes (13.6%), epilepsia 1 paciente (4.5%), corea 1 paciente (4.5%), pérdida de la
vision 1 paciente (4.5%).
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Grafico 6. Depresion en pediatricos con SAAF primario
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Entre las manifestaciones renales el sindrome antifosfolipidos asociado a nefropatia se

presenté en 7 pacientes (31.8%). De acuerdo al tipo de afeccién renal, la mas frecuente

fue el sindrome nefritico con disminucién de la tasa de filtrado glomerular con 3 pacientes

(13.6%), 2 pacientes con sindrome nefritico (9.1%), 1 paciente con sindrome nefrético

(4.5%), sindrome nefrético con disminucién de la tasa de filtrado glomerular (4.5%).

(Grafico 7). No se reportaron manifestaciones cardiacas.
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Gréfico 7. Tipo afeccidn renal en pediatricos con SAAF primario
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HALLAZGOS DE LABORATORIO

En cuanto a los resultados de laboratorio la prolongacion del TTPA se presentd en 21
pacientes (95.5%) con una media de 71.4 segundos, un tiempo minimo de 27 segundos y
un tiempo maximo de 124 segundos.

El anticoagulante IUpico se report6 positivo en 22 pacientes (100%). Con una media de
2.0 ratios, un valor minimo de 1.30 ratios y un maximo de 2.48 ratios.

La determinacién de anticardiolipina IgG se reportdé positiva en 17 pacientes (77.3%) y
negativa en 5 pacientes (22.7%). Con una media de 99.7 GPL U/ml, con un valor minimo
de 6 GPL U/mly maximo de 280GPL U/ml.

La anticardiolipina IgM se reporté positiva en 13 pacientes (59.1%) y negativa en 9
pacientes (40.9%). Con una media 43.5 GPL U/ml, un valor minimo de 2 GPL U/ml y
maximo de 255 GPL U/ml.

La determinacion de Beta-2-glicoproteina | se realiz6 solo en 3 pacientes (13.6%) con un
resultado positivo. No se realiz6 en 19 pacientes (86.4%) por falta de reactivo en la

institucion.

La determinacién de VDRL se realiz6 en 2 pacientes (9.1%) reportandose positivas, en 20

pacientes (90.9%) no se realiz6 por falta de reactivo en la institucion.
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TRATAMIENTO INICIAL

De los 22 pacientes la terapia con anticoagulante solo se indicé en 7 pacientes (31.8%) y
no fue necesaria en 15 pacientes (68.2%). En 2 pacientes (9.1%) utilizaron
acenocumarina, en 5 pacientes (22.7%) con enoxaparina. (Grafico 8)

Gréfico 8. Anticoagulantes utilizados en pediatricos con SAAF primario
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El uso de antiagregante plaquetario (acido acetilsalicilico) fue necesario en 16 pacientes

(72.7%) y no se indicé en 6 pacientes (27.3%).

El 100% utilizaron esteroide, 19 pacientes (86.4%) se trataron con pulsos de
metilprednisolona seguido de prednisona (1mg/kg/dia) y 3 pacientes (13.6%) Unicamente

prednisona via oral.

El 100% utilizé inmunosupresor al inicio del tratamiento; 7 pacientes con ciclofosfamida
(31.8%) por comorbilidad hematolégica y trombosis. 13 pacientes con micofenolato

(59.1%) y 2 pacientes con azatioprina (9.1%). (Grafico 9)
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Grafico 9. Inmunosupresores utilizados en pediatricos con SAAF primario
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La terapia biolégica con Rituximab solo fue necesaria en 2 pacientes (9.1%) por

trombocitopenia refractaria y sindrome de Fisher-Evans.
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DETERMINACION ALELICA Y DEL GENOTIPO

La determinacion del polimorfismo STAT-4 (rs7574865) se realizd en los 22 pacientes;
presentando una frecuencia del alelo G del 0.32 y del alelo T del 0.68, los controles con
una frecuencia del alelo G y alelo T del 0.45. La mutacion homocigota en los casos fue
encontrada en 10 pacientes (45.5%) y la mutacion heterocigota en 10 pacientes (45.5%)

en comparacion con los controles donde se encontraron 10 heterocigotos (45.4) y 5
homocigotos (22.7%). (Tabla 1)

Tabla 1. Determinacion de genotipo y frecuencia alélica de SNP STAT-4 (rs7574865)
en pediatricos con SAAF primario y controles.

n(Frecuencia del
Gen ID SNP Genotipo n(%) Alelo)
STAT4 rs7574865 GG GT TT G T
Casos (n = 22) 2(9.09) | 10(45.5) | 10(45.5) | 14(0.32) | 30(0.68)
Controles (n=22) | 7(31.8) | 10(45.4) 5(22.7) 24(0.55) | 20(0.45)
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14.1 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS.

Con respecto a la edad al diagnéstico (en afios) y la presencia de eventos tromboticos
tuvo una media de 13.8 (10-15 afios) vs 11.2 (6-15 afos) con los que no se trombosan,
por lo tanto se comprobd que los pacientes que se trombosan tienen mas edad que los
gue no sufren eventos tromboticos. (p=0.015) (Grafico 10)

Gréfico 10. Eventos trombéticos y edad al diagndstico (afios) en pediatricos con
SAAF primario
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Al comparar los niveles de plaquetas con los eventos trombéticos no se obtuvo
significancia estadistica; sin embargo la trombocitopenia se asocié con los eventos
tromboticos con una estimacion de riesgo relativo (RR) de 12 (IC 95% 1.11-128.8;
p=0.022). Con una media de plaguetas 101,000 cel/mm? (23,000mm3-369000mm3) vs
166,466 cel/mm? (26000mm3-399000mm?) con los que no presentaron trombocitopenia.
(Grafico 11).
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Grafico 11. Eventos trombéticos y trombocitopenia en pediatricos con SAAF

primario
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Los niveles bajos de anticardiolipina IgM se correlacionaron a eventos tromboéticos
(p=0.013); es decir los niveles elevados no se correlacionan con trombosis. Con una
media de 34.13 GPL U/ml (2-81 GPL U/ml) vs 120.4GPL U/ml (6-255 GPL/mI) con

respecto a los que no tuvieron trombosis. (Grafico 12)
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Grafico 12. Eventos tromboticos/Niveles de anticardiolipina IgM en pediatricos con
SAAF primario
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En cuanto a la relacién entre los niveles de anticardiolipina IgM y la trombocitopenia se
encontr6 que a mayores hiveles de anticardiolipina IgM existe menor riesgo para
desarrollar trombocitopenia, con una media de anticardiolipina IgM en pacientes con
trombocitopenia de 43.5 (2-255 MPL U/ml) vs 142.44 (6-255 MPL U/ml) con los pacientes
sin trombocitopenia. Con un riesgo relativo de 0.127 (0.018-0.905; p=0.030), utilizando R
de Spearman con RR -0.462. (Grafico 13)
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Grafico 13.Trombocitopenia/Niveles de anticardiolipina IgM en pediéatricos con
SAAF primario

TROMBOCITOPENIA

Hs
Bl ~no

107

Recuento

POSITIVO NEGATIVO

ANTICARDIOLIPINAIgM POSITIVA

Se correlacionaron los niveles altos de anticardiolipina IgM con anemia hemolitica, con
una media de 141.7 (7-255 GPL U/ml) vs 52.40 (2-255 GPL U/ml) con lo que no
presentaron anemia hemolitica. Con un riesgo relativo de 5.6 (IC 95% de 0.814-38;
p=0.017). (Grafico 14).
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Grafico 14. Anemia Hemolitica Autoinmune/Niveles de anticardiolipina IgM en

pediatricos con SAAF primario
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La edad al diagnéstico se relaciona significativamente con el sindrome de Fisher Evans

(p=0.036), con una media de 14 (12-15 afios) vs 11.6 (6-15 afos) con los que no

presentaron sindrome de Fisher Evans. (Grafica 15)
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Grafico 15. Edad al diagndstico (afios)/ Sindrome de Fisher Evans en pediatricos
con SAAF primario
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El fenédmeno de Raynaud se relaciond con la trombocitopenia (p=0.027), con una media
de 8,640 (46,000-122,000/mm3) vs 16,3058.82 (23000-399000/mm?) con los presentaron

trombocitopenia pero sin fenbmeno de Raynaud. (Grafico 16)
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Grafico 16. Fendmeno de Raynaud/Trombocitopenia en pediatricos con SAAF

primario
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DIFERENCIA ALELICA Y DEL GENOTIPO

De acuerdo a la determinacion del polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) STAT-4
(rs7574865) se encontré una diferencia de la frecuencia de alelos G/T con un OR de 2.57
(1.079-6.130; p=0.03139) y una diferencia entre homocigotos TT vs GG con un OR de 7.0
(IC 95% 1.044-46.949; p=0.03501). La prueba de Hardy-Weinberg (HWE) no mostro
equilibrio en la poblacion de pacientes con SAAF primario y los controles sanos. (Tabla 2).

Al correlacionar la presencia de la mutacion SNP STAT-4(rs7574865) con las
caracteristicas demograficas, clinicas y de laboratorio no se encontraron significancias

estadisticas.

Tabla 2. Diferencia entre frecuencia alélicay de homocigotos del SNP STAT-4
(rs7574865) en pediatricos con SAAF primario y controles

HWE Diferencia de la Diferencia entre Homocigotos
frecuencia entre
Gen alelos
p* |OR(95% CI)| p* OR (95% ClI) p*
ID SNP
STAT4 rs7574865
Casos (n=22) | 0.82 |2.571[1.079-|0.031397.000 [1.044-46.949] | 0.03501
6.130]
Controles (n=22) | 0.69
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Se analiz6 la correlacion entre las siguientes variables; sin embargo no se establecid

significancia estadistica. (Tabla 3)

Tabla 3. Variables estudiadas en pediatricos con SAAF primario

Variables correlacionadas p
Tiempo de evolucion de la Eventos tromboticos p=0.158
enfermedad (en semanas)
Niveles de plaquetas Eventos tromboticos p=0.078
TTPA (en segundos) Eventos tromboticos p=0.146
TTPA prolongado (variable Eventos tromboticos p=0.484
categorica)
Valor de anticoagulante lapico Eventos tromboticos p=0.92
Valor de anticardiolipina IgG Eventos tromboticos p=0.70
Edad al diagnéstico Trombocitopenia p=0.18
Tiempo de evolucion Trombocitopenia p=0.66
Valor de leucocitos Trombocitopenia p=0.59
Valor de linfocitos Trombocitopenia p=0.96
TTPA (en segundos) Trombocitopenia p=0.33
Valor de anticoagulante lupico Trombocitopenia p=0.55
Valor de anticardiolipina IgG Trombocitopenia p=0.93
Edad al diagnéstico (afios) Anemia hemolitica p=0.60
Evolucion (semanas) Anemia hemolitica p=0.31
Niveles de plaquetas Anemia hemolitica p=0.59
Evolucion (semanas) Sindrome de Fisher-Evans p=0.48
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15. DISCUSION.

En nuestro estudio se analizaron una serie de variables demogréficas, clinicas y de
laboratorio en pacientes pediatricos diagnosticados con sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos primario; encontrdndose una relacion hombre mujer 1:2.6, similar a la
cohorte de Karakantza M. y colaboradores (col.), (2004). De acuerdo a las
manifestaciones clinicas los eventos trombdéticos representaron el 31.8% de los casos, el
100% de origen venoso. Las manifestaciones no trombéticos fueron las mas frecuentes,
entre ellas las dermatologicas ocuparon el primer lugar de afeccién organica siendo el
livedo reticularis la mas frecuente (63.2%), seguida de las manifestaciones hematolégicas
(50%) especificamente la trombocitopenia (50%) y anemia hemolitica autoinmune (50%);
en tercer lugar se encontraron las manifestaciones neurolégicas siendo la depresion la
mas frecuente (18.2%) y en cuarto lugar la asociacién con nefropatia (17.8%). Nuestros
datos difieren en gran proporcién con las dos series mas grandes realizadas en pacientes
pediatricos con sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario o secundario de Avcin y
col., 2008 y la realizada en pediatricos mexicanos con SAAF primario y secundario por

Zamora y col., 2012.74

De acuerdo a nuestros hallazgos de laboratorio, en nuestro estudio el tiempo parcial de
tromboplastina activada (TTPA) prolongado se presenté en 95.5%, anticoagulante IUpico
positivo en el 100%, anticardiolipina IgG positiva (77.3%), anticardiolipina IgM positiva
(59.1%), en solo 13.6% se determiné la beta-2-glicoproteina | por falta de reactivo en la
unidad; resultando positiva en el 100% de los casos a los que se les realizé. El estudio de
Zamora y col., 2012 refiere anticuerpos antifosfolipidos positivos en el 58% pero no se
especifican los niveles de anticardiolipinas, anticoagulante lUpico, Beta-2-glicoproteina I, ni

los valores de TTPA.#

Con respecto al tratamiento, no existen reportes previos del tipo de terapia inicial utilizada
en los pacientes con SAAF primario pediatrico. En nuestro estudio se utiliz6 Enoxaparina
(22.7%), en todos los casos de trombosis y el 9% con Acenocumaria, antiagregante
plaquetario (72.7%). El 84.6% recibidé prednisona mas inmunosupresor, el mas utilizado
fue micofenolato (59.1%); mas frecuente que en adultos dado que las manifestaciones no

tromboéticas son las mas frecuentes en pediatricos con SAAF primario y responden
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favorablemente al tratamiento. La terapia bioldgica (Rituximab) fue utilizada en el 9.1%

por anemia hemolitica autoinmune refractaria.

Al momento no existen estudios que determinen riesgos. En nuestro estudio se encontrd
gue los pacientes con mayor edad al diagndstico (afios) tuvieron mas eventos tromboticos
(p=0.015); la trombocitopenia se asocio con los eventos trombdéticos, con una estimacion
de riesgo relativo RR de 12 (IC 95% 1.11-128.8; p=0.022). Los niveles bajos de
anticardiolipina IgM se relacioné con trombosis (p=0.013). Los niveles altos de
anticardiolipina IgM se relacionaron con menor riesgo de trombocitopenia RR de 0.127 (IC
95% 0.18-0.905; p=0.030). Los niveles altos de Anticardiolipina IgM se asociaron con
anemia hemolitica autoinmune RR 5.85 (IC 95% 0.81-38.5; p=0.017). Una edad mayor al
diagnostico se relacion6 con Sindrome de Fisher-Evans (p=0.036) y el fenbmeno de

Raynaud se asoci6 con un recuento plaquetario bajo (p=0.027)

Nuestro estudio es el Unico hasta el momento que ha determinado el polimorfismo (SNP)
de STAT-4 (rs7574865) en pacientes pediatricos mexicanos con SAAF primario
obteniendo una prevalencia considerable en pacientes portadores de una mutacion
homocigota TT. Kelley y col. (2010) reportaron que el SNP STAT-4 (rs7574865) esta
asociado a un mayor riesgo de presentar diversas enfermedades autoinmunes complejas
y entre ellas el sindrome de anticuerpos antifosfolipidos primario; %34 lo que sugiere que
este polimorfismo de STAT-4 juega un papel crucial en la patogénesis de trastornos

autoinmunes.

La determinacién del polimorfismo STAT-4 (rs7574865) se encontrd la frecuencia alélica
del 68% de los pacientes con SAAF primario pediatrico vs el 45% en sujetos control, lo
gue difiere con la base de datos PubMed-SNP donde se reportaron 134 pacientes de
ancestria mexicana obtenidos de una poblacion abierta con el alelo mutante T de 0.38.

(Liga: https://www.nchi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes)
De acuerdo al principio de Hardy-Weinberg (principio basico de la genética de

poblaciones) la mutacién del SNP STAT-4 (rs7574865) no se encuentra en equilibrio

genético y no mostro significancia en la poblacién analizada.

49



En la determinacion de las frecuencias alélicas, la frecuencia del alelo mutante T en SAAF
primario (68%) fue mayor que en los controles (45%) y la frecuencia del alelo silvestre G
en pacientes con SAAF primario (32%) fue menor a los controles (55%). Estableciendo
una correlacion entre la presencia del alelo mutante con la enfermedad, presentando un
OR= 25 (IC 95% 1.079-6.130; p=0.03139). Nuestros hallazgos son semejantes
comparandolos segun lo descrito por Horita y col. (2009) donde reporté una frecuencia del
alelo mutante T en SAAF primario (48.6%) mayor que los controles (31.6%) y del alelo
silvestre G en SAAF primario (51.4%) menor que los controles (68.4%). La correlacion
entre el alelo mutante T y la enfermedad present6 un OR= 2.0 (IC 95% 1.27-3.30;
p=0.003). Contrastando los datos anteriores con los nuestros, existen discretas
diferencias en el valor de OR vy frecuencia del alelo mutante T, aun asi la frecuencia del

alelo mutante esta relacionada con la presencia de la enfermedad.®®

Hasta el momento el estudio de Horita y col. (2009) es el Unico que encontré asociacion
del polimorfismo con la presencia de trombosis OR=1.53 (1.06-2.21; p=0.023) y con las
complicaciones obstétricas OR=2.16 (IC 95% 1.12-4.15; p=0.018)%; sin embargo en
pacientes pediatricos con SAAF primario las manifestaciones no trombdéticas siguen
siendo las mas frecuentes, lo cual también se corrobora en el presente estudio; dado que
en los pacientes pediatricos no existen factores de riesgo que predispongan a una mayor
frecuencia de eventos tromboticos ni abortos. En nuestro estudio no existio correlacion del
polimorfismo STAT 4 (rs7574865) con las caracteristicas demograficas, clinicas ni con los

hallazgos de laboratorio.

Siguiendo la asociacién del polimorfismo con la enfermedad, Liang, Y. L. y col (2012)
también estudié que las probabilidades generales del OR para el alelo mutante T
aumentaron significativamente en SAAF primario con un OR =2.15 (p<0.00001). Con ello
demostraron que el alelo mutante T confiere un mayor riesgo de presentar sindrome
antifosfolipidos primario.®” Yin Hong y col. (2009) reportdé que STAT-4 (rs7574865)

muestra una fuerte asociacién genética con SAAF primario con un OR= 2.19 (<p=0.05) 1
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En nuestro estudio se reportd el genotipo GG en SAAF primario (2%) fue menor que los
controles (31.8%), un genotipo GT en SAAF primario (45.5%) fue igual a los controles
(45.5%) y un genotipo TT en SAAF primario (45.5%) fue mayor que los controles
(22.75%). Al determinar la diferencia entre homocigotos TT se obtuvo un OR de 7 (IC 95%
1.044-46.949: p=0.03501), encontrando un riesgo importante al presentar el genotipo TT

en la poblacion estudiada.
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16. CONCLUSIONES.

1. EI91% de los pacientes con SAAF primario presentan el alelo mutante para STAT-
4 (rs7574865).

2. No existi6 asociacién entre la presencia del polimorfismo y las caracteristicas
demograficas, clinicas ni de laboratorio.

3. De las manifestaciones no trombdticas, las cutdneas son las méas frecuentes
siendo el livedo reticularis la manifestacién principal, entre las manifestaciones
tromboticas la trombosis venosa se presentd con mayor frecuencia a nivel femoral.
Los eventos trombdticos tuvieron menos tiempo de evolucion al momento del
diagndstico debido a la severidad de los sintomas. Los pacientes con mayor edad
al diagnéstico (afios) tuvieron mas eventos trombdéticos. La trombocitopenia se
asocio con los eventos tromboticos. Los niveles bajos de anticardiolipina IgM se
asociaron con trombosis; los niveles altos de anticardiolipina IgM con menor riesgo
de trombocitopenia y los niveles altos de Anticardiolipina IgM con anemia
hemolitica autoinmune. Una edad mayor al diagnéstico se relacioné con Sindrome
de Fisher-Evans y el fen6meno de Raynaud con un recuento plaquetario bajo. El
uso de terapia anticoagulante es menos frecuentes que en los adultos por
ausencia de manifestaciones trombdéticas, el uso de inmunosupresor es mas
frecuente en nifios que en adultos, dado que las manifestaciones hematolégicas
responden mejor a este tratamiento. Los criterios de clasificacion actuales no
pueden aplicarse a pacientes pediatricos debido a que las manifestaciones

trombaticas son las mas frecuentes.

4. Nuestro estudio es el Unico hasta el momento que ha encontrado una frecuencia
significativa de la mutacibn homocigota TT del polimorfismo STAT-4

(rs7574865).en pacientes pediatricos mexicanos con SAAF primario.

5. La debilidad del estudio es el nimero de sujetos con SAAF primario en la
poblaciéon pediatrica, sin embargo comparando con estudios internacionales
previos, se demuestra que es un reto el diagnéstico de este padecimiento en dicha

poblacion.
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17. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

L

)
IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION:

Nombre del estudio:

“CARACTERIZACION DEL POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO
UNICO (SNP) STAT-4 (RS7574865) EN EL SINDROME DE
ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS PRIMARIO EN
PACIENTES PEDIATRICOS ATENDIDOS EN EL SERVICIO DE
REUMATOLOGIA PEDIATRICA DEL CENTRO NACIONAL LA
RAZA”

Patrocinador externo (Si aplica):

NO APLICA

Lugar y fecha:

México Distrito Federal a de del 2018

Justificacion y objetivo del estudio:

El sindrome de anticuerpos antifosfolipidos es una enfermedad que
ocurre cuando el sistema de defensa del cuerpo ataca las células y los
tejidos sanos. Esto puede causar dafio a varias partes del cuerpo como
las articulaciones, piel, riflones, corazén, pulmones, vasos sanguineos y
el cerebro. Actualmente se sabe que la herencia juega un papel
importante para padecer esta enfermedad, este estudio pretende saber
si existe alteracion en un gen.

Procedimientos:

Durante la toma de muestras sanguineas que se le realiza a su hijo (a)
para el seguimiento de su enfermedad se solicitara por Unica ocasion un
tubo para muestra extra sin necesidad de dar otro piquete.

Posibles riesgos y molestias:

Riesgo minimo. Molestias como dolor y moretén en el area donde se
realice el piguete para la toma de muestra.

Posibles beneficios que recibira al
participar en el estudio:

Saber si el paciente es portador de dicho error genético.

Informacién sobre resultados y
alternativas de tratamiento:

Se informard el resultado al contar con el mismo, durante su atencion
meédica programada.

Participacion o retiro:

El paciente podra libremente acceder o negarse a participar en el estudio
o retirarse en cualquier momento que desee del estudio, sin que esto
afecte la atencion medica que se brinda por la institucion.

Privacidad y confidencialidad:

El resultado solo serd conocido por el paciente, los padres y los
investigadores. No se dard a conocer el nombre de los pacientes que
participen en el estudio al difundir la informacién a la comunidad médica.

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):

No autoriza que se tome la muestra sanguinea.
Si autorizo que se tome la muestra sanguinea solo para este estudio.
Si autorizo que se tome la muestra sanguinea para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento
médico en derechohabientes (si
aplica)

NO APLICA

Beneficios del estudio:

Contribuir en avances en investigacion educativa.
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En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse a:

Dra. Vilma Carolina Bekker Méndez
Investigadores responsable: Correo: bekkermendez@yahoo.com

Dr. Alfonso Ragnar Torres Jiménez
Matricula: 99155531 Celular: 5537276113
Correo. tojadr@gmail.com

Colaboradores Dra. Virginia Ramirez Nova.
Matricula: 97362252 Celular: 5584045865
Correo: ramireznova@ hotmail.com

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a. Comision de Etica
de Investigacion de la CNIC del IMSS y/o al Comité de Etica e Investigacion del Hospital General Centro
Médico Nacional La Raza “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” Unidad Médica de alta Especialidad” en Av.
Jacarandas S/N Col. La Raza, Delegacion: Azcapotzalco, Ciudad de México. Direccién de ensefianza e
Investigacion en Salud. Teléfono 57-42-59-00. Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccién, relacién y firma Nombre, direccidn, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo a las caracteristicas propias de cada
protocolo de investigacion, sin omitir informacién relevante del estudio.

Clave 2810-009-013

54



mailto:bekkermendez@yahoo.com
mailto:tojadr@gmail.com
mailto:ramireznova@hotmail.com
mailto:comisión.etica@imss.gob.mx

18. CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO.

.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

IMSS

El servicio de Reumatologia pediatrica y la unidad de investigacion del Centro Médico
Nacional “La Raza” estan realizando un estudio para conocer acerca de un error genético
en nifios que tienen tu misma enfermedad y para ello queremos pedirte que nos apoyes.

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO

Tu participacién en el estudio consistiria en que durante la toma de muestras sanguineas
gue se te realiza para el seguimiento de su enfermedad se solicitara un tubo para muestra
extra sin necesidad de dar otro piquete, esto sera en una sola ocasion. Las posibles
molestias que pudieras tener son dolor y moretén en el area donde se realice el piquete
para la toma de muestra.

Tu participacion en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando tus papa o mama hayan
dicho que puedes participar, si ti no quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decision
si participas o0 no en el estudio. También es importante que sepas que si en un momento
dado ya no quieres continuar en el estudio, no habra ningun problema, o si no quieres
responder a alguna pregunta en particular, tampoco habra problema.

La informacion obtenida de las mediciones que realicemos nos ayudara a saber si tienes
un error genético.

Esta informacion sera confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie a quien
pertenecen los resultados, sélo lo sabran las personas que forman parte del equipo de
este estudio. Ta y tus papdas seran informados del resultado obtenido.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una ( ¥') en el cuadrito de abajo que
dice “Si quiero participar” y escribe tu nombre.

[] Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha: de de
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20. ANEXOS.

ANEXO 1.

Tabla 1. Criterios de Sydney, 2006

Criterios clinicos

e Trombosis vascular (uno o méas episodios clinicos de trombosis arterial,
venosa, o de pequefios vasos, que ocurra en cualquier tejido u érgano,
demostrado por criterios objetivos (imagen y/o anatomia patoldgica).

Ausencia de inflamacion en la pared vascular.

Criterios de laboratorio

e Anticuerpos anticardiolipinas (anticuerpos anticardiolipina IgG y/o IgM en
plasma o suero, a titulos medio o altos (>40 GPL o MPL o al percentil 99),
en 2 o mas ocasiones separadas 12 semanas.

e Anticoagulante lUpico (Anticoagulante lupico detectado en plasma en 2 o
mas ocasiones separadas 12 semanas.

e Anticuerpos anti-B2-glucoproteina (Anticuerpos anti-p2-glucoproteina | 1gG
y/o IgM en plasma o suero (valores superiores al percentil 99), en 2 0 mas

ocasiones separadas 12 semanas.
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ANEXO 2.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE:

NSS:

EDAD:

SEXO: A) MASCULINO B) FEMENINO
FECHA AL DIAGNOSTICO:

EDAD AL DIAGNOSTICO:;

TIEMPO DE EVOLUCION AL DIAGNOSTICO:

MANIFESTACIONES CLINICAS INICIALES:

SISTEMA AFECTADO

MANIFESTACION CLINICA

1. EVENTO TROMBOTICO 0. NO 1. Sl
2. TROMBOSIS -VENOSA
0. NO 1. Sl
-ARTERIAL
0. NO 1. Sl
3. SITIO DE TROMBOSIS 1. CEREBRAL
2. RETINIANA
3. PULMONAR
4. CARDIACA/CAVA INFERIOR O SUPERIOR
5. RENAL
6. MESENTERICA
7. FEMORAL
8. POPLITEA
ESPECIFICAR SITIO
TROMBOSIS 4. TROMBOSIS 0. NO 1. SI
MICROANGIOPATICA
5. INFARTOS 0. NO
1. MIOCARDIO
2. HEPATICO
3. HUESO
4. RENAL
5. HUESO
6. EXTREMIDADES
SUPERIORES/INFERIORES
6. ENCEFALOPATIA 0. NO 1. ARTERIA CEREBRAL MEDIA
ISQUEMICA
7. TROMBOCITOPENIA 0. NO 1. Sl
VALOR DE PLAQUETAS
8. ANEMIA HEMOLITICA 0. NO 1. Sl
AUTOINMUNE
9. LEUCOPENIA 0. NO 1. Sl
VALOR DE LEUCOCITOS
10. LINFOPENIA 0. NO 1. Sl
VALOR DE LINFOCITOS
) 11. SINDROME DE FISHER 0. NO 1. Sl
HEMATOLOGICO EVANS
12. COOMBS DIRECTO 0. NEGATIVO 1. POSITIVO
13. DETERMINACION DEL 0. NEGATIVO
TIPO DE 1. FRIOS
14. ANTICUERPO 2. CALIENTES
3. MIXTOS
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15. SINDROME DE 0. AUSENTE
HIPOPROTOMBINEMIA 1. PRESENTE
2. NO DETERMINADO
16. HIPOCOMPLEMENTEMIA | 0. NO 1. SI
FRACCION AFECTADA 1.C3 2.C4 3.AMBOS
17.  LIVEDO RETICULARES 0. NO 1. Sl
) 18. ULECRAS CUTANEAS 0. NO 1. Sl
DERMATOLOGICAS [ 19, FENOMENO DE 0. NO 1. SI
RAYNAUD
20. EPILEPSIA 0. NO 1. Sl
21. MIGRARNA 0. NO 1. Sl
22. COREA 0. NO 1. Sl
23. DEFECTOS COGNITIVOS | 0. NO 1. SI
) 24. ENFERMEDADES 0. NO 1. Sl
NEUROLOGICAS PSIQUIATRICAS
25.  MIELITIS TRANSVERSA 0. NO 1. Sl
26. ESCLEROSISMULTIPLE | 0. NO 1. SI
LIKE
27.  PERDIDA DE LA 0. NO 1. Sl
AUDICION NEUROSENSORIAL
28.  SINDROME DE GUILLIAN- [ 0. NO 1. SI
BARRE
29. ENFERMEDAD 0. NO 1. Sl
VALVULAR
OTRAS 30. OCLUSION 0. NO 1. Sl
MANIFESTACIONES | CORONARIA
31 TROMBOSIS 0. NO 1. SI
INTRACARDIACA
32. CARDIOMIOPATIA | 0. NO 1. SI
33, ENDOCARDITISDE | 0. NO 1. SI
LIBMAN-SACKS
34, NECROSIS 0. NO 1. SI
AVASCULAR DE HUESO
35, ] FRACTURAS NO 0. NO 1. SI
TRAUMATICAS
36. ~ ABORTOS 0. NO 1. SI
ESPONTANEOS
37. SANGRADO Y 0. NO 1. SI
EQUIMOSIS
38. SANGRADO 0. NO 1. SI
UTERINO ANORMAL
PRUEBAS DE LABORATORIO INICIALES:
39. TP PROLONGADO 0. NO 1. SI
VALOR DE TP:
40. ANTICOAGULANTE LUPICO 0. NEGATIVO 1. POSITIVO 3. NO REALIZADO
VALOR:
41. ANTICARDIOLIPINA IGG 0. NEGATIVO 1. POSITIVO 3. NO REALIZADO
VALOR:
42. ANTICARDIOLIPINA IGM 0. NEGATIVO 1. POSITIVO 3. NO REALIZADO
VALOR:
43. BETA 2 MICROBULINA 0. NEGATIVO 1. POSITIVO 3. NO REALIZADO
VALOR:
44, VDRL 0. NEGATIVO 1. POSITIVO 3. NO REALIZADO
VALOR:
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TRATAMIENTOS INICIALES:

45. ANTICOAGULANTE

NO

WARFARINA
ACENOCUMARIA
ENOXOPARINA

46. ANTIAGREGANTE PLAQUETARIO

NO
ACIDO ACETILSALICILICO

47. ESTEROIDE

NO
METILPREDNISOLONA/PREDNISONA
PREDNISONA

48. INMUNOSUPRESOR

NO
CICLOFOSFAMIDA
MICOFENOLATO
AZATIOPRINA

49. BIOLOGICO

POwNhNRPONMNRPEOROWNREO

NO
RITUXIMAB
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