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RESUMEN

ANTECEDENTES: La enfermedad tromboembdlica es una entidad clinica con alta
mortalidad y morbilidad, asociada a mdultiples factores adquiridos o congénitos.
Se ha descrito una mayor expresion de glucoproteinas plaquetarias en pacientes
con trombosis y factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo se desconoce si
existe una mayor expresion de glucoproteinas plaquetarias en pacientes con

trombosis venosa.

MATERIAL Y METODOS: Se realiz6 una cohorte retrospectiva, longitudinal,
abierta, comparativa, en pacientes menores de 45 afios y diagnostico de
trombosis venosa, sin factores de riesgo trombdtico, tratados en el HE del CMNR
con citometria de flujo para glucoproteinas plaquetarias. Analisis estadistico: Se
comparo la intensidad media de fluorescencia en pacientes con trombosis y sin

trombosis venosa utilizando la prueba de Mann-Whitney.

RESULTADOS: Se analizaron 16 pacientes jovenes con diagnéstico de
enfermedad tromboembdlica sin comorbilidades o factores de riesgo para
trombosis. Se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en los niveles

basales de P-Selectina (CD62P) p = 0.000 en los pacientes con trombosis.

CONCLUSIONES: Existe una mayor expresion de P-Selectina (CD62) en

pacientes con trombosis venosa en comparacion con pacientes sin trombosis.

Palabras Clave: enfermedad tromboembdlica, trombosis venosa, glucoproteinas

plaquetarias



SUMMARY.

BACKGROUND: Thromboembolic disease is a clinical entity with high mortality
and morbidity, associated with multiple acquired or congenital factors. A higher
expression of platelet glycoproteins has been described in patients with thrombosis
and cardiovascular risk factors. However, it is not known whether there is an

increased expression of platelet glycoproteins in patients with venous thrombosis.

MATERIAL AND METHODS: A retrospective, longitudinal, open, comparative,
longitudinal cohort was performed in patients younger than 45 years and
diagnosed with venous thrombosis, without thrombotic risk factors, treated at the
CMNR HE with flow cytometry for platelet glycoproteins. Statistical analysis: The
mean fluorescence intensity in patients with and without venous thrombosis was

compared using the Mann-Whitney test.

RESULTS: Sixteen young patients with a diagnosis of thromboembolic disease
without comorbidities or risk factors for venosus thrombosis were analyzed. A
statistically significant difference was found in P-Selectin (CD62P) levels p = 0.000

in patients with thrombosis.

CONCLUSIONS:

Key words: thromboembolic disease, venous thrombosis, platelet glycoproteins



INTRODUCCION

La trombosis venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar, comprenden
distintos espectros de la enfermedad tromboembdlica, la cual representa una
entidad clinica frecuente, grave, potencialmente letal, con incidencia elevada,
reportada de 1 a 2 casos por 1000 habitantes por afio en paises desarrollados.
Representando la tercera enfermedad cardiovascular més frecuente después del

infarto al miocardio y el Evento Vascular Cerebral (EVC).!

Las guias de manejo de esta patologia proponen adaptar la intensidad, la duracion
y la calidad de la anticoagulacion de acuerdo a factores de riesgo relacionados al
paciente y al contexto clinico en el que ocurrié la trombosis, con la finalidad de
reducir riesgo de recurrencia de la misma. Proponiendo entonces mayor duracion
del tratamiento anticoagulante en aquellos pacientes sin causa aparente que

condicione el evento trombatico.?

A diferencia del tromboembolismo arterial la cual se ve precedido por un proceso
de aterogénesis y subsecuente agregacion plaquetaria sobre placas de ateroma,
el papel de las plaquetas en la formacién de trombos en lechos vasculares

venosos es distinto.’

La habilidad de las plaquetas para desencadenar una serie de mecanismos
orientados a la limitacibn de la hemorragia posterior a una lesién ha sido
ampliamente descrita. Asi mismo su papel en la generacion de trombosis arterial,
siendo la base del mecanismo de patologias como la EVC y la enfermedad arterial
coronaria.?34 Previamente se han asociado algunas caracteristicas fisicas de las
plaguetas como su tamafio, con incremento en el riesgo de trombosis, debido a su
potencial protrombético, mayor resistencia a inhibicibn a antiagregantes

plaquetarios como el &cido acetilsalicilico (ASA) o clopidogrel.>®



Por otra parte, algunas caracteristicas bioldgicas y moleculares de las plaquetas
también se han asociado a aumento en el riesgo de trombosis. Algunas
glucoproteinas plaquetarias funcionan como receptores para la formacién y

crecimiento de trombos, por ejemplo la glucoproteina IV plaquetaria (GPIV).

Se ha reportado que existen distintas subpoblaciones de plaquetas, con diferente
expresion y capacidad de activacion de glucoproteinas que se traduce en diferente

capacidad para la fijaciéon de trombina.®

La relacién entre plaquetarias y eventos trombdticos en algunos casos se ha
asociado a ciertos polimorfismos en las glucoproteinas.!! En el caso de la integrina
lIb/llla, se ha reportado que el polimorfismo B3P1A2 que modifica una prolina en
la posicion 33, encontrandose una frecuencia de 3.6 veces en pacientes jovenes
(<60 afios) que sufrieron infarto al miocardio en comparacion con controles sanos

de la misma edad.1!

Pocos estudios han evaluado el papel de las plaquetarias Previamente se ha
utilizado la citometria de flujo para evaluar marcadores de activacién de plaquetas,
los cuales le confieren un fenotipo procoagulante a la plaqueta.®'2*® En un
estudio realizado en dos grupos, uno de pacientes sanos y otro Diabetes Mellitus
tipo 2 mas trombosis arterial, se reporté una intensidad media de fluorescencia de
21 (+ 8.74) para la glucoproteina lIb/llla (CD41) utilizando citometria de flujo en
una cohorte de pacientes sanos y de 47.81 (+ 24.49) en pacientes con diabetes y
trombosis arterial, lo que le confiere expresion del 44% mayor en este Ultimo
grupo, encontrandose una diferencia significativa (P<0.001). De la misma manera
se encontré una intensidad media de fluorescencia de la glicoproteina Ib en
personas sanas de 14.43 (+1.84) y en pacientes con trombosis arterial y Diabetes
Mellitus tipo 2 de 24.09 (+7.27), lo que le confiere expresion 60% mayor en este
altimo grupo (P<0.001). Por otra parte en cuanto a la expresion de P-Selectina

(CD62P), se reportaron niveles mas bajos en el grupo con trombosis y diabetes,



sin embargo presentaron una expresion 20% mayor de esta posterior a la

activacion plaquetaria respecto del grupo control (p<0.005).13

Dentro del protocolo de estudio de una trombosis los factores de riesgo
relacionados al paciente incluyen la evaluacién de trombofilias que pueden ser
heredadas o adquiridas. Las trombofilias heredadas clasicamente se han
agrupado en 3 categorias: disminucion de niveles circulantes de anticoagulantes
naturales (Proteina C, proteina S, Antitrombina 3), aumento de los niveles de
factores procoagulantes (Factor VIIl), alteraciones cualitativas en distintos factores
de coagulacion (Mutacién tipo Leiden del Factor V, Mutacién 20210 del gen de la
protrombina). Sin embargo existe un grupo de pacientes en los que no se puede
determinar una de las causas previamente comentadas, por lo que existe la
posibilidad de que un fenotipo plaquetario procoagulante, caracterizado por un
mayor incremento en la expresion de glucoproteinas (llb/llla, 1b) y de su mayor
activacion (P-Selectina) contribuya a un mayor riesgo de trombosis venosa.



MATERIAL Y METODOS

Se analizé una cohorte retrospectiva, longitudinal, abierta, comparativa, en
pacientes de 16 a 45 afios de edad al momento de su primer evento de trombosis
venosa, sin factores de riesgo para la misma, tratados en la consulta externa de
hematologia o en la consulta de clinica de trombosis y hemostasia del HE del
CMNR. EIl objetivo principal del estudio fue determinar si existia una mayor
expresion de glucoproteinas plaquetarias en su estado basal, asi como posterior a
su activacion con cloruro de calcio, en pacientes jovenes con trombosis venosa

comparados con pacientes sin trombosis.

Seleccién de pacientes : Se estudiaron pacientes con diagnéstico de trombosis
venosa atendidos en la consulta de primera vez de hematologia o clinica de
trombosis, adscritos al HECMNR que cumplieron con los siguientes criterios de
inclusién: edades comprendidas entre 16 y 45 afios al momento de su primer
episodio de trombosis, con estudios de coagulacidbn dentro de parametros
normales (TP, TTPa, TT fibrinégeno) y cifras normales de plaquetas, quienes
contaran con determinacion de glucoproteinas plaquetarias como parte de su
protocolo de estudio . No se incluyeron a pacientes con diagnéstico de Diabetes
Mellitus tipo 1 y 2, Hipertension Arterial Sistémica y obesidad, trombofilia
congenita como déficit de anticoagulantes naturales (antitrombina Ill, proteinas C y
S), disminucioén del factor XIl o sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, mujeres
embarazadas al momento de la trombosis 0 uso de farmacos anticonceptivos
hormonales , diagndstico de cancer o tratamiento con quimioterapia un afio previo
al evento trombdético, cirugia o fractura tres meses previo al diagnostico de

trombosis y antecedente de tabaquismo.

Recoleccién de Datos: Se estim6 una n de 28 casos para cada grupo mediante
segun la formula de diferencia de proporciones. Se tom6 una muestra sangre en
tubo con citrato de sodio al 3.2%, de las que se obtuvo plasma rico en plaquetas a
una concentracion de 20,000 por ul a la que se agregdé 20 ul de anticuerpo
monoclonal para las glucoproteinas CD41, CD61, CD42 y CD62P,
determinandose su expresion mediante intensidad media de fluorescencia, asi
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como la determinacién de CD62P posterior a su activacion con cloruro de calcio al
0.025 molar. Se realiz6 un comparativo de las intensidad media de fluorescencia
con muestras obtenidas de donadores clinicamente sanos del Banco de Sangre

del Centro Médico Nacional La Raza.

Andlisis estadistico: Se cre6 una base de datos para el grupo estudiado. Se
analizaron los datos obtenidos con medidas de tendencia central (media, mediana
y moda), de frecuencia, dispersion (rango intercuartilar para variables cualitativas
ordinales, cuantitativas discretas y continuas asimétricas; y desviacion estandar
para variables cuantitativas continuas simétricas). Se utilizé la prueba de Mann-
Whitney para el analisis de datos no paramétricos entre los dos grupos. La
significancia estadistica aceptada fue de una p <0.05. Se utilizd analisis de

Spearman.
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RESULTADOS.

Se identificaron todos los pacientes con diagnoéstico de trombosis venosa y
determinacion de glucoproteinas plaquetarias atendidos en la consulta de primera
vez de hematologia o clinica de trombosis, del Hospital de Especialidades “Dr.
Antonio Fraga Mouret”, Centro Médico Nacional “La Raza”, en el periodo

comprendido entre Enero de 2018 a Diciembre de 2020.

La poblacion total del presente estudio fueron 16 pacientes joévenes con
diagnéstico de enfermedad tromboembodlica. La distribucion por género fueron 8
mujeres (50%) y 8 hombres (50%). El promedio de edad fue 35.7 + 7.56 afios.
Predominé el sobrepeso en nuestros pacientes en 62.5% de los casos, en
comparaciéon con el 37.5% de Normopeso. Las caracteristicas generales de la

poblacién se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion.
Variable Valor (n=16)
Factores sociodemograficos
Género, n (%)
Mujer / Hombre 8 (50) /8 (50)
Edad (afios) 35.7 £ 7.56
indice de masa corporal (RIC) 27 (24-28)
Normal 6 (37.5)
Sobrepeso 10 (62.5)
Caracteristicas clinicas
Edad primer episodio de trombosis 295+5.3
Antecedente familiar de trombosis 1(6.3)
Numero de eventos trombaoticos 2+1
Sitio de trombosis, n (%)
Tromboembolia Pulmonar 2 (12.5)
Trombosis Venosa Profunda 5(31.3)
Tromboembolia Cerebral 6 (37.5)
Trombogmbolla Pulmonar + 3 (18.9)
Trombosis Venosa Profunda
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GRAFICA 1. SITIOS DE TROMBOSIS VENOSA
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Tratamiento, n (%)

Enoxaparina 3 (18.8)
Rivaroxaban 3 (18.8)
Antagonistas de Vitamina K 11 (68.8)
Acido Acetilsalicilico 6 (37.5)

En cuanto a los factores de trombosis venosa, la edad promedio al primer evento
fue de 29.5 + 5.3 afios, con una mediana de 2 eventos trombaéticos. Un total de 14
pacientes (87.5%) tuvo mas de dos eventos. De la poblacion afectada, solo una

persona contaba con antecedente familiar de enfermedad tromboembdlica.

Hablando sobre los sitios de trombosis en estos pacientes, la tromboembolia
cerebral fue el lugar mas frecuente, seguido de la trombosis venosa profunda,

como se observa en la Gréafico 1

Por otro lado, el tratamiento farmacolégico predominante en esta afeccion fueron
los antagonistas de Vitamina K en mas de la mitad de la poblacion estudiada. Se
analizaron los niveles de glucoproteinas plaquetarias por intensidad media de
fluorescencia de los pacientes con trombosis y se compararon con personas
sanas como se muestra en la Tabla 2 y grafico 2. Se encontré0 que existe
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de P-Selectina (CD62P)
entre ambos grupos con una mediana de 75.5 (intercuantilo 12.2-853.7) para el
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grupo de estudio y de 11 para el grupo control (intercuartilo comprendido del1-
11), resultando una p = 0.000 mediante la prueba U de Mann-Whitney debido a la
distribucion libre de dichas variables.

Tabla 2. Intensidad Media de Fluorescencia de las glicoproteinas plaquetarias
en pacientes jovenes.
: Pacientes con
Variable : Sanos (RIC
trombosis venosa (RIC) (RIC) P

Glicoproteina Ilb (CD41) | 179.5 (66.2-3090.2) | 109 (109-109) | 0.564"

Glicoproteina Ib (CD42) 183.5 (76.5-2059) 104 (104-104) | 0.239+
Glicoproteina Illa (CD61) | 307.5 (103.5-4671.2) | 143 (143-143) | 0.239%
P-Selectina (CD62P) 75.5 (12.2-853.7) 11 (11-11) | 0.000%

P-Selectina (CD62P)

- - H
activado con GaCh 913 (268.5-1271) 74 (74-74) | 0.05

RIC: Rango intercuartilar, y: prueba U de Mann-Whitney, *: Significancia
estadistica <0.05

Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes

GRUPO p=0.000
Control Paciente
5,000 5000
N=16 N=16

4000 Rango medio= 9,50 Rango medio = 23,50 4 D00

3,000 3000
e o
2 2000 -2 000 &
= ]
[ -

1,000 1 .000

0 0

[—1.000

] I | T I I I ] |
200 15,0 100 50 oo 50 100 15,0 200

Frecuencia Frecuencia

Se compararon los resultados de CD62 basal con los CD62 activados con CaClz,
con lo cual se reflej6 que no existen diferencias estadisticamente entre sus
valores. Sin embargo, al realizar un analisis de Spearman se obtuvo una

Correlacién fuerte positiva de rho Spearman= 0.800 con significancia estadistica
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de p= 0.10 entre estas variables, con lo que podemos decir que a mayor nivel de

CD62 basal, aumentara proporcionalmente el activado con CaClo.

Se realizaron correlaciones entre el niumero de eventos tromboticos y la intensidad

media de fluorescencia con prueba de Spearman debido a la distribucion de las

variable. ElI nimero de eventos trombéticos con el CD41, CD42 y CD62P se

obtuvieron correlaciones positivas débiles, y moderada con CD61. Se obtuvo una

correlacion inversa moderada entre los eventos tromboticos y el CD62P activado

con CaClz, a mayor numero de eventos, menor es la intensidad media de

fluorescencia. Ninguna correlacién tuvo significancia estadistica, tal como se

muestra en la Tabla 4, dichas correlaciones se encuentran representadas en

Gréficas de dispersion (Anexos).

intensidad media de fluorescencia.

Tabla 4. Correlacion entre nUmero de eventos trombosis e

Variable Coeficiente de correlacion p
Glicoproteina llb (CD41) 0.236 0.379
Glicoproteina Ib (CD42) 0.352 0.182
Glicoproteina llla (CD61) 0.427 0.099

P-Selectina (CD62P) 0.225 0.403
P-Selectina (CD62P)

_ -0.474 0.197
activado con CaClz

Prueba de correlacion de Spearman.

*: Significancia estadistica <0.05
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DISCUSION

La enfermedad tromboembdlica se asocia a diversos factores de riesgo, la mayor
parte de ellos adquiridos y en menor frecuencia a estados congénitos. Con el
desarrollo de la teoria celular de la coagulacién, se ha puesto una mayor atencion
en el papel que desempefan las plaquetas en la regulacion de la hemostasia y en
estados patolégicos como la trombosis. De esta manera, se han descrito un
incremento en la agregabilidad plaquetaria en enfermedades como el infarto
agudo al miocardio, enfermedad cerebrovascular, Diabetes Mellitus y enfermedad
tromboembdlica. Esta tiene un papel critico tanto en la formacién de un coagulo
hemostéatico como de forma patoldgica la formaciéon del trombo obstructivo en las
enfermedades tromboembodlicas. Dicha agregacion es mediada por la expresion
de las glucoproteinas plaquetarias CD41/CD61(lIb/llla), CD42 (Ib-V-1X) y CD62p
(P-selectina) en su superficie, las cuales experimentan cambios conformacionales
de un estado “plegado basal’ a uno “activado extendido con mayor afinidad a
fibrinbgeno, factor de VonWillebrand o células endoteliales respectivamente,
ademas de favorecer un estado inflamatorio a nivel local y sistémico posterior a su

activacion.

El papel de la expresion de las glucoproteinas que desempefian en la trombosis
venosa exclusivamente ha sido poco explorado. En este estudio se analizé la
expresion de las glucoproteinas plaquetarias en pacientes jévenes con trombosis
venosa, utilizando la intensidad media de fluorescencia como indicador de dicha
expresion, excluyendose aquellos pacientes que contaran con estados
protrombéticos adquiridos o congénitos, los cuales se han asociado a un estado

de mayor activacion plaquetaria.

De las glucoproteinas estudiadas CD41, CD61, CD42 y CD62p, se encontro
unicamente una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de P-
Selectina basal (CD62P) entre el grupo control y el grupo con trombosis, con una

mediana de 75.5 y un rango intercuartilo entre 12.2-853.7, resultando una p =
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0.000 mediante la prueba U de Mann-Whitney debido a la distribucion libre estas

variables.

En lo que respecta a los pacientes que contaban con deteminacion de CD62p, al
compararse intensidad media en estado basal y posterior a su activacion con
cloruro de calcio, no se encontr6 una significancia estadistica (p= 0.05), sin
embargo este resultado se encuentra sesgado al no contarse con dicha
determinacion en todos los pacientes con trombosis estudiados. Por otra parte,
hay que considerar que se ha descrito una disminucion en el nimero de plaquetas
activadas por consumo continuo en sitios de microtrombosis, por lo que una
disminucién de plaquetas activadas no precisamente se asociaria a una menor
presencia de estas.

En cuanto a el nimero de episodios de trombosis y la intensidad media de
fluorescencia, no se encontr6 una asociacion positiva estadisticamente
significativa entre estas variables, muy probablemente debido a una n pequefia en

el presente trabajo.
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CONCLUSION

Los resultados en este estudio apoyan la hipotesis inicial planteada, es decir una
mayor expresion de glucoproteinas plaguetarias en pacientes jovenes con
trombosis venosa en comparacioén con pacientes sin trombosis. Encontramos una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de P-Selectina (CD62) en
pacientes con trombosis en comparacion con pacientes sin trombosis.
Contrariamente no encontramos diferencia significativa de P-Selectina posterior a
Su activacion con cloruro de calcio.

Es oportuno recalcal que se requieren estudios con una mayor muestra para

confirmar los hallazgos encontrandos en este trabajo preliminar.
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ANEXOS

NUMERO_DE_EVENTOS_DE_TROMBOSIS
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