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RESUMEN
Introduccién. El rivaroxaban (RIV) es un anticoagulante que inhibe al factor X
activado (FXa), se utiliza en el tratamiento de la enfermedad tromboembdlica
venosa (ETV) y en la trombosis arterial. EI RIV prolonga los tiempos de coagulacion
dependiendo de la dosis y de los reactivos utilizados. Sin embargo, se desconoce
si estos efectos se mantienen con el uso cronico del RIV. Objetivo. Determinar si la
prolongacion de los tiempos de coagulacion puede ser un parametro de laboratorio
para evaluar la actividad anti-FXa del RIV en el tratamiento cronico de pacientes
con ETV. Métodos. Analizamos las muestras de pacientes con ETV, adultos, ambos
sexos, con resultados positivos (+) y negativos (-) para el anticoagulante lupico (AL).
Determinamos: tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTPa) antes, 1, 3, 6 y 12 meses después de iniciada la terapia
anticoagulante con RIV 10 mg/ 24 h. Se evalué la funcion hepatica y renal de los
pacientes. Se utilizé estadistica descriptiva e inferencial para el analisis de los

resultados. Resultados. Pacientes con ETV (AL-): EI TP y TTPa se prolongaron

transitoriamente al inicio del tratamiento (1-3 meses) y se normalizaron a los 6

meses de usar RIV. Pacientes con ETV (AL+): Se observaron cambios minimos y

al azar en el TP y TTPa de los pacientes. Para ambos grupos de estudio los efectos
del RIV sobre los tiempos de coagulacion fueron clinicamente irrelevantes.
Conclusiones. El RIV prolonga transitoriamente el TP y el TTPa, de los pacientes
con ETV. EI TP y TTPa no son pruebas sensibles para evaluar la inhibicién del FXa
por el uso cronico de RIV. Perspectivas. Evaluar si a dosis altas de RIV, el TP y el
TTPa se prolongan. Evaluar la actividad del FXa y otros factores hemostaticos

durante el tratamiento crénico con RIV.



ABSTRACT
Introduction. Rivaroxaban (RIV) is an anticoagulant that inhibits factor X activated
(FXa), is used for the treatment of venous thromboembolism (VTE) and arterial
thrombosis. RIV does not require clinical monitoring. RIV prolongs clotting times
depending on the dose and reagents used. However, it is unknown whether these
effects are maintained with the chronic use of RIV. Aim. Determine whether the
prolongation of clotting times might be used as a laboratory parameter to assess the
anti-FXa activity of RIV in the chronic treatment of VTE patients. Methods. We
included samples of VTE patients, adult, both sexes, with positive (+) and negative
(-) results for lupus anticoagulant (LA). We determined in all patients prothrombin
time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) before and 1, 3, 6 and 12
months after starting anticoagulant therapy with RIV 10 mg OD. Hepatic and renal
function of patients was also evaluated. Descriptive and inferential statistics were

used to analysis the results. Results. VTE patients (LA -): PT and aPTT were

transiently prolonged at the beginning of treatment (1-3 months) and were

normalized after 6 months of using RIV. VTE patients (LA +): we observed slight and

random changes for PT and aPTT of VTE patients. For both study groups the effects
of RIV on clotting times were clinically irrelevant. Conclusions. RIV transiently
prolongs the PT and aPTT in VTE patients. PT and aPTT are not sensitive tests to
assess the inhibition of FXa by the chronic use of RIV. Perspectives. Assess
whether the use of high doses of RIV (15 and 20 mg OD) prolong the clotting times
of VTE patients. Evaluate the activity of FXa and other clotting factors during the

chronic use of RIV.



1. INTRODUCCION

La ETV involucra a la trombosis venosa profunda (TVP) y la tromboembolia
pulmonar (TEP). Los avances en la profilaxis, diagndstico y tratamiento de la
ETV han sido importantes, no obstante, en la actualidad la ETV es una causa
de elevada morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados y
ambulatorios, con una incidencia de 1 caso/10000 adultos jovenes a 1/100
adultos mayores.

Debido a que la ETV es devastadora, es trascendental para toda sociedad
contar con farmacos que eviten o contrarresten sus efectos'. Los
antagonistas de vitamina K (AVK) fueron el tratamiento de eleccion de la ETV
durante muchos afios, sin embargo, ahora se cuenta con nuevos farmacos
anticoagulantes dirigidos a factores especificos de la fase plasmatica de la
hemostasia? como el RIV, un inhibidor directo del FXa. A pesar de que
diversos estudios clinicos demuestran que el RIV es mas seguro y efectivo
que los AVK#, no existe una prueba de laboratorio aceptada para evaluar su
efecto anticoagulante.

Los tiempos de coagulacién se prolongan dependiendo la dosis de RIV y los
reactivos usados. Sin embargo, se desconoce si la prolongacion de los
tiempos de coagulacién puede ser un parametro de laboratorio utilizado para
intentar evaluar el efecto anticoagulante del RIV durante el tratamiento
cronico de los pacientes con trombosis. Evidentemente, estos estudios
permitiran conocer si es necesario disefar tiempos de coagulacion con
caracteristicas especificas que incrementen su sensibilidad al efecto
anticoagulante del RIV, para intentar establecer indices de anticoagulacion

tal y como sucedié con los AVK.



2. MARCO TEORICO

2.1 Fisiologia de la hemostasia
La hemostasia es un sistema complejo que tiene tres funciones principales: a)
mantener la sangre fluida en circulacion; b) detener la hemorragia a través de la
formacion de un coagulo y c) degradar el coagulo después de la reparacién
tisular*. La hemostasia se divide en hemostasia primaria y secundaria; en la
hemostasia primaria interaccionan las plaquetas con el vaso sanguineo,
mientras que en la hemostasia secundaria se desencadenan reacciones
enzimaticas que culminan con la formacion de la malla de fibrina, en esta fase

de la hemostasia participan los factores hemostaticos y elementos celulares® ©.

La vasoconstriccion es un mecanismo biolégico trascendental para la
hemostasia ya que permite disminuir el flujo sanguineo en el sitio de la lesion
favoreciendo el reclutamiento e interaccidon de los elementos celulares vy
plasmaticos para detener la hemorragia’. En condiciones normales, el endotelio
tiene un fenotipo anticoagulante; sin embargo, después de una lesion o
disfuncién endotelial su fenotipo cambia a uno procoagulante, el cual se
caracteriza por la exposicion o expresion de factor tisular (FT), produciéndose
trombina en las membranas de las plaquetas activadas con la subsecuente
adhesion y activacion plaquetaria que culmina en la formacion de un coagulo de

plaquetas, el cual engloba también leucocitos y eritrocitos?.

Los eritrocitos contribuyen con la hemostasia liberando adenosin difosfato
(ADP), un agonista plaquetario que induce agregacion plaquetaria. Por el
contrario, los neutrdfilos inhiben la activacion plaquetaria en el sitio de la lesion

limitando el crecimiento del coagulo al tamario de la lesion vascular®. Después



de la reparacion tisular, el coagulo sanguineo debe ser degradado para evitar
que su desprendimiento o embolizacién ocluya la luz vascular en sitios no

deseados.

El sistema de la fibrindlisis es el responsable de la degradacién enzimatica de
la fibrina convirtiendo a ésta ultima en fragmentos pequefios que seran

eliminados en su paso por el higado®.

2.2 Hemostasia primaria

Se caracteriza por la vasoconstriccion, la adhesion plaquetaria y la formacién de
agregados plaquetarios "°.

Cuando se pierde la continuidad vascular el colageno expuesto y las plaquetas
interaccionan entre si iniciando el proceso de adhesion plaquetaria, el cual oscila
de 2 — 4 s. Lo anterior se efectua en respuesta a la vasoconstriccion que
disminuye el flujo sanguineo en el sitio de la lesion 6.

De manera inicial, la atraccién electrostatica entre la carga del acido sialico de
las plaquetas y la de las fibras de colageno inician el proceso de adhesion
plaquetaria ''. La adhesién plaquetaria requiere de la secrecion endotelial del
factor de von Willebrand (FVW). EI FYW forma un puente fisiolégico entre la
glicoproteina Ib de las plaquetas y el colageno del subendotelio. Las plaquetas
adheridas se activan y liberan el contenido de sus granulos (serotonina, ADP y
tromboxano A2). EI ADP activa a las plaquetas en el sitio de la lesion, mientras
que el tromboxano A2 activa la bomba de calcio para que éste ultimo estimule al
sistema contractii para que se liberen mas agonistas plaquetarios'?,
contribuyendo asi a los procesos de agregacion plaquetaria y de

vasoconstriccion 0,



Tanto el colageno (mediado por el FYW) como la trombina (trazas o microdosis
de trombina) producida en la hemostasia secundaria activan a las plaquetas
mediante la induccién de sefales intracelulares que culminan en la formacién de
un agregado plaquetario. Las plaquetas poseen factores que intervienen en la
reparacion vascular (factor de crecimiento plaquetario).

Entre las reacciones que inducen activacion plaquetaria se encuentra la
activacion de la fosfolipasa C, una enzima que hidroliza los fosfolipidos de
inositol. Los productos de esta reaccion activan la proteina cinasa C y aumentan

la concentracion intraplaquetaria de Ca?* dando lugar a:

- Cambio de forma de las plaquetas (las plaguetas pasan de ser discoides
a esféricas con seuddpodos), los granulos se situan en el centro de las
plaquetas (por acciéon del sistema actina-miosina), se establecen
comunicaciones entre los granulos y el sistema canicular abierto2.

- Activacion de la glicoproteina llb/llla, receptor del fibrindgeno,
fibronectina, vitronectina, osteonectina, laminina y FVW 6. La interaccion
del receptor glicoproteina llb/llla con sus ligandos favorece la agregacion
plaquetaria.

- El acido araquidénico (liberado de los fosfolipidos de membrana
plaquetaria) oxida a la prostaglandina H2, genera tromboxano A2 y
produce vasoconstriccion.

- Las plaquetas secretan ADP que activa a las plaquetas adheridas al
subendotelio y a las circulantes en el sitio de la lesion.

- En las membranas de las plaquetas activadas se exponen fosfolipidos

sobre los cuales se desarrollaran las reacciones enzimaticas que



culminan en la formacién de fibrina, la cual da estabilidad al coagulo
plaquetario.
- Sefavorece la retraccion del coagulo mediante la activacion de una cinasa

de miosina. Este proceso da mayor firmeza al coagulo plaquetario.

Por otro lado, el sistema vascular consta de tres tipos de vasos sanguineos:
arterias, venas y capilares. Los vasos sanguineos en los cuales se
desencadenan los procesos de la hemostasia son las arteriolas y las vénulas’3.
Los vasos sanguineos consisten de una cavidad central a través de la cual fluye
la sangre; ésta cavidad esta recubierta por una capa continua de células
aplanadas llamadas células endoteliales, misma que separan la sangre de los
tejidos circundantes y proporcionan un ambiente protector para los elementos

celulares y los constituyentes disueltos del plasma.

Los tejidos situados debajo de la membrana basal varian en espesor y
composicién segun el tamafio y tipo de vaso. Los elementos celulares que se
situan por debajo de las células endoteliales conforman el subendotelio o matriz

subendotelial'4.

El endotelio consta de diversas funciones basicas que permiten mantener la
sangre fluida dentro de los vasos sanguineos a través de la formacion o

disolucion de un coagulo '3; entre estas podemos mencionar las siguientes:
Antihemostatico:

- Superficie endotelial cargada negativamente que repele a las plaquetas y

proteinas hemostaticas.



- Secrecion de heparan-sulfato, trombomodulina (ambos inhibidores de la
trombina), prostacilina (PGl2) y 6xido nitrico (NO). La PGlz2y el NO son

inhibidores de la agregacion plaquetaria.
Fibrinolitico:

- Sintesis del activador tisular de plasminégeno (t-PA) y su inhibidor, el

inhibidor del activador tisular del plasminégeno tipo 1 (PAI-1).

Prohemostatico

- Sintesis y almacenamiento del FYW en los cuerpos de Weidle-Palade,
este factor tiene la funcion de transportar a factor VIII (FVIII) en el plasma

e interviene en la adhesién y agregacion plaquetaria.

2.3 Hemostasia secundaria

Después de la formacién del agregado plaquetario, éste debe recubrirse de una
malla de fibrina que le proporciona estabilidad*. Por lo tanto, el objetivo de la
hemostasia secundaria también llamada fase fluida de la hemostasia o fase
plasmatica es convertir al fibrindgeno (Fl), una proteina soluble en el plasma en
otra insoluble, la fibrina.

El Fl se convierte en fibrina por accion de la Trombina (Tr), la cual proviene de
una serie de reacciones en cadena conocidas anteriormente como cascadas de
la coagulacion, pero que ahora sabemos que este modelo no explica lo que
fisiologicamente ocurre en el plasma de un ser humano. El modelo de las
cascadas de la coagulacion, continua siendo util para el laboratorio y con fines

didacticos. Este modelo muestra que la formacion de Tr ocurre por las reacciones



generadas en dos vias distintas, la via extrinseca y la via intrinseca, que
convergen en la via comun.

La via extrinseca se activa cuando la sangre se pone en contacto con los tejidos,
y recibe este nombre debido a que el unico factor extrinseco a la sangre es el
factor tisular (FT), lipoproteina liberada por las células endoteliales activadas o
expuesto en el subendotelio durante la lesion vascular. En presencia de Ca?*, el
FT activa al factor VII (FVII)* 12,

La via intrinseca de la fase plasmatica de la hemostasia recibe este nombre
debido a que todos sus factores se encuentran en la circulacion sanguinea; inicia
cuando el FXII interacciona con superficies o sustancias con carga negativa; in
vitro, se emplean diversas sustancias con carga negativa como el cristal, caolin,
acido elagico, silica gel, endotoxina, entre otras, como componentes de la prueba
de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa); in vivo, el colageno es el
principal componente del subendotelio que aporta cargas negativas para el inicio
de la activacion de la via intrinseca, sin embargo, las cargas negativas de los
fosfolipidos de las membranas plaquetarias activadas también contribuyen a la
activacion de esta via a través de la activacion de los componentes la fase de
contacto (factor XIl (FXII), precalicreina y cininébgeno de alto peso molecular
(HMWK). Las vias extrinseca e intrinseca de la hemostasia tienen el objetivo de
activar al FX, a partir de este paso las siguientes reacciones enzimaticas
comprenden a la via comun.

En la fase plasmatica de la hemostasia, los zimégenos se convierten en enzimas
y éstas ultimas activan a otros zimdégenos en una serie de reacciones en cadena
o en cascada* ', Las reacciones hemostaticas ocurren sélo en presencia de
membranas activadas de plaquetas, leucocitos o endotelio, o que limita la

formacidn del coagulo al sitio de lesidn®.



La fase plasmatica de la hemostasia inicia cuando el FT entra en contacto con la
sangre, ya sea después de una lesion endotelial o durante la inflamacién’®. El
complejo FVlla-FT activa a los factores IX y X' '8 La amplificacion y
propagacion de las reacciones enzimaticas se produce en las membranas de las
plaquetas activadas. Sobre estas membranas activadas se desarrolla la
formacion de dos complejos enzimaticos trascendentales para la produccién de
Tr, el complejo diezasa (FVllla, FIXa, Ca?" y fosfolipidos) y el complejo
protrombinasa (FXa, FVa, Ca?* y fosfolipidos). La Tr tiene diferentes funciones;
convierte al fibrindgeno (factor I; Fl) en fibrina'®, activa a los factores V, VIII, Xl y
XIll, activa a las plaquetas y autorregula su produccién activando al sistema
anticoagulante de la proteina C. La Figura 1 muestra un esquema simplificado

del modelo celular de la fase plasmatica de la hemostasia.
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Figura 1. Modelo celular de la hemostasia. La primera fase o iniciacion se lleva a
cabo en células que expresan factor tisular (endotelio-subendotelio); en la segunda
fase amplificacién, el sistema se prepara para la produccion a gran escala de
trombina, y finalmente, la tercera fase o propagacion ocurre en la membrana de las

plaquetas activadas. Revista Médica Universitaria Navarro 2009 Paramo, J. A.



A continuacion, se describen brevemente algunas de las caracteristicas
bioldgicas de los factores de coagulacién y su clasificacion. De manera general,
los factores de la coagulacion los podemos clasificar en proteasas de serina,
cofactores, transglutamidasa y sustrato. A su vez, los factores proteasas de

serina se clasifican en vitamina K (VK) dependientes y en VK no dependientes

(ver Figura 2).
COOH HOOC COOH
I N/
CHz CH
GLU | | GLA
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y-carboxilasa
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Hidroquinona < de la vitamina K> Epoéxido
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NADP o) Epodxido
P reductasa
Quinona X
reductasa
R
NADPH o]
Vitamina K

Figura 2. El ciclo de y - carboxilacion. Requiere vitamina K y se interrumpe por
antagonistas de vitamina K como la warfarina. Hematologia, fundamentos y

aplicaciones clinicas 2002 Rodak, F. B.

Proteasas de serina:

a) Vitamina K no dependientes:
- Factor XlI: Factor de Hageman, se activa en contacto con superficies
extrainas por medio de calicreina asociada a HMWK, convierte a FXI a

FXla. Vida media de 48 - 70 h con una concentracion plasmatica 3 mg/dL.



Factor XI: Tromboplastina plasmatica, se activa normalmente por FXlla y
ocasionalmente la Tr lo puede activar en ausencia de fase de contacto.
Vida media 48 - 84 h y su concentracion en el plasma es de 0.5 mg/dL.
Precalicreina: Zimégeno, proteasas de serina, de sintesis hepatica, con
un PM de 85 - 100 kDa y vida media de 35 h.

Factor Xlll: Zimdgeno, protransglutamidasa activada por Tr en presencia
de Ca?*, de sintesis hepatica, circula asociado al fibrinégeno. Su PM de
75-80 kDa, la vida media es de 150 h y su concentracién plasmatica es
1.5 — 2.1 ug/dL. Se encuentra también en plaquetas, monocitos y

macrofagos.

Vitamina K dependientes:

Factor Il: Protrombina, se convierte en trombina por el FXa. La trombina
cataliza la polimerizacion de fibrina a partir de fibrindgeno. Vida media de
60 h y concentracion plasmatica de 10 mg/dL.

Factor VII: Proconvertina, participa en la via extrinseca, forma un complejo
con los factores Ill y Ca?* que activa al factor X. Vida media 6 h,
concentracion plasmatica de 0.05 mg/dL.

Factor IX: Factor de Christmas, convierte en FIXa por accion de FXla. En
conjunto con su cofactor, el FVllla activan al FX para que éste ultimo
convierta al Fll en Tr. Vida media de 24 h, concentracion plasmatica 0.3
mg/dL.

Factor X: Factor de Stuart — Prower, activa el complejo FVIIl y Ca?* en la
via extrinseca, es responsable de la hidrdlisis de Fll a Tr. Vida media de

48 — 52 h y una concentracion plasmatica de 1 mg/ dL.
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Cofactores:

- Factor V: Proteina termolabil, actia como cofactor del FXa?°. En conjunto
forman el complejo protrombinasa, de sintesis hepatica y en
megacariocitos. Vida media de 24 h y su concentracion plasmatica es de
1 mg/dL.

- Factor VIII: Factor antihemofilico, termolabil, indispensable para la accion
del FX junto con el FIXa?' en conjunto forman el complejo diezasa. Vida
media de 12 h, concentracion plasmatica de 0.01 mg/L.

- Factor tisular: Tromboplastina, se libera con el daiio celular; participa junto
con el FVlla en la activacion del FX por la via extrinseca. Se encuentra de
forma latente y es constitutivo.

- Factor Xlll: Pretransglutaminidasa o factor estabilizante de fibrina, forma
enlaces covalentes entre residuos de lisina y glutamina contiguos de los
filamentos de fibrina estabilizandolos. Vida media es de 150 h y
concentracion plasmatica de 2 mg/dL.

- Precalicreina: Factor de Fletcher, activa a la calicreina, y conjuntamente
con el HMWK activa al FXIIl. Vida media de 35 h y concentracion
plasmatica de 35 — 50 pg/dL

- Cininégeno de alto peso molecular (HMWK): Factor de Fitzgerald,
participa en la activacion del FXII por la calicreina. Vida media 156 h y

concentracion plasmatica 5 mg/dL.
Sustrato:

Factor I: Fibrinégeno, se convierte a Fibrina por accién de la trombina. La fibrina
constituye la red que forma el coagulo. Vida media de 100 — 150 h, concentracién

plasmatica de 200 — 400 mg/dL.
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2.4 Anticoagulantes naturales

El inicio, crecimiento y mantenimiento del coagulo, estan estrechamente
regulados en tiempo y espacio. Dos fendmenos limitan el crecimiento de un
coagulo, el endotelio anticoagulante y la dependencia hemostatica y fibrinolitica
de una superficie celular activada*. En la actualidad se conocen mas de un
sistema de regulacion natural de la hemostasia. Sin embargo, es bien reconocido
que los sistemas de la proteina C (PC) y el de la antitrombina (AT) son los mas

importantes.

En condiciones fisioldgicas, el endotelio evita la trombosis a través de la
inhibicion de las plaquetas y factores de coagulacion, y la activacion del sistema
de la fibrindlisis * 2!. Normalmente el balance entre los factores anticoagulantes
y procoagulantes favorece a los primeros. Cuando ocurre dafo vascular, el
sistema anticoagulante es inhibido y los factores procoagulantes prevalecen
permitiendo la formacion del coagulo. En el vaso intacto la Tr paraddjicamente,
activa al sistema anticoagulante de la PC?% 23, al unirse con gran afinidad a su
receptor endotelial, la trombomodulina (Tm), que activa a la PC, la cual inactiva
a los factores Vllla y Va 23 24 disminuyendo asi la generacién de Tr. Los
componentes esenciales del sistema de la PC, ademas de esta proteina, son la

Tr, Tm, proteina S (PS) y el FV.

La AT por su parte, pertenece a la familia de los inhibidores de proteasas de
serina?®. Inhibe principalmente a los factores lla y Xa libres?®. Ademas de su
efecto anticoagulante, la AT disminuye la actividad plaquetaria al liberar
prostaciclina mediante su interaccion con los glicosaminoglucanos (GAG) en la

superficie de las células endoteliales?’. Por si sola, la AT inhibe a la Tr pero
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incrementa su actividad enzimatica hasta 1000 veces cuando esta unida a una

secuencia especifica ubicada en los GAG?,

2.5 Fibrindlisis

Aunque opuestos aparentemente, la fibrindlisis y la coagulacién se relacionan
estrechamente formando y degradando a la fibrina®. La fibrindlisis o disolucion
del coagulo de fibrina establece un balance con el depdsito de fibrina evitando la

obstruccion del flujo sanguineo mientras el vaso es reparado'® 2.

La enzima responsable de la disolucion del coagulo de fibrina es la plasmina,
una potente enzima proteolitica presente en el plasma como una molécula no
activada, el plasminégeno. La fibrindlisis ocurre solo en las membranas activadas
de las plaquetas recubiertas de fibrina*. En condiciones patoldgicas la plasmina
hidroliza al fibrinbgeno (fibrindgenolisis) y a la fibrina (fibrindlisis) produciendo
productos de degradacion del fibrinogeno y de la fibrina3®. La plasmina degrada
al fibrinégeno primero en dos grandes segmentos X y Y, luego en segmentos
mas pequenos D y E. Estos segmentos de la fibrina son solubles, pasan a la
circulacién y se llaman productos de degradacion del fibrinbgeno (PDF). La
fibrina expone residuos de lisina sobre los cuales se fija el plasmindgeno. El
plasminégeno se transforma en plasmina cuando sus activadores producen una
ruptura de un puente arginina-valina en su molécula. Los principales activadores
del plasmindégeno son el t-PA y el activador tisular del plasminégeno tipo
urocinasa (UK). El primero es un activador débil del plasmindgeno circulante pero
su actividad incrementa cuando el plasminégeno esta unido a la fibrina. Por su
parte, la UK se presenta de dos formas, una de cadena simple y otra de doble

cadena, ambas con diferentes funciones. Las células endoteliales secretan la UK
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de cadena simple, que al igual que el t-PA no activa plasmindgeno circulante,
pero si al unido a fibrina. La UK de doble cadena es un activador potente del
plasminégeno circulante y del unido a la fibrina. El epitelio de érganos excretores
que contienen tubulos, también secretan UK para mantener la luz tubular

permeable (rifiones, glandula mamaria).

2.6 Fisiopatologia de la enfermedad tromboembdlica venosa

Un coagulo y un trombo se forman exactamente de la misma manera; sin
embargo, la formacién del coagulo es una respuesta homeostatica de altisimo
valor biologico ya que evita la muerte del individuo por hemorragia, mientras que

la formacién de un trombo es un fendmeno siempre patoldgico?.

La trombosis se define como la obstruccion local del flujo de sangre en algun
vaso sanguineo arterial o venoso, que provoca que los tejidos irrigados por ese
vaso sufran de isquemia, pudiendo producirse una lesion en las células que
puede llegar a la muerte celular y provocar un infarto®.

La causa de la tendencia a sufrir una trombosis, fendmeno también llamado
trombofilia, se puede identificar solo en algunos pacientes®! 32. Se caracteriza
por ser una situacion en la que esta latente la posibilidad de que se formen
trombos arteriales y venosos. El término se usé por primera vez en 1937 para
designar una enfermedad asociada con trombosis venosa, considerandose
como un antéonimo de la hemofilia33. Los estados trombofilicos pueden ser
hereditarios como la mutacion Leiden del FV, también pueden ser adquiridos
como en el embarazo o por el uso de anticonceptivos hormonales. Pueden ser
propios del sistema de la coagulacién y se conocen como trombofilias primarias:

incremento en la concentracion del FVIII o deficiencia de la AT34, o bien, pueden
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ser parte de una enfermedad de otro sistema y reciben el nombre de trombofilias

secundarias, los factores de riesgo que predisponen al desarrollo de trombosis

se muestran en la Tabla 1. Las trombofilias pueden ser agudas (traumatismos,

coagulacion intravascular diseminada, quimioterapia), o cronicos (cancer,

aterosclerosis, etc) 5.

Tabla 1. Factores de riesgo que predisponen al desarrollo de trombosis

Hereditarios

Adquiridos

Sindrome de plaquetas pegajosas
Deficiencia de antitrombina
Deficiencia de proteina C
Deficiencia de proteina S
Resistencia a proteina activada
Deficiencia de plasminégeno
Hiperhomocisteinemia

Mutacién A20210 del gen de

la protrombina

Edad > 45 afos
Obesidad

Cancer

Insuficiencia cardiaca
Inmovilizacion prolongada
Viajes prolongados
Cirugia

Embarazo y puerperio
Terapia hormonal
Ateroesclerosis

Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

Nota. Recuperado. Factores de riesgo que predisponen al desarrollo de

trombosis. 2005 Revista de Hematologia Murillo, C. y Quintana, G. S.

Virchow postulé tres situaciones que predisponen a la enfermedad

tromboembdlica venosa (ETV), aunque hoy sabemos que también explican a la

trombosis arterial: alteraciones en

la pared vascular, cambios en las
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caracteristicas del flujo sanguineo y alteraciones procoagulantes en la sangre o
trombofilias. La alteracion en algunos de sus componentes o su desequilibrio
provoca la aparicion de un estado protrombético3’ 34,

El flujo sanguineo es uno de los principales mecanismos anticoagulantes del
organismo. El movimiento continuo de la sangre evita la acumulacion de factores
hemostaticos y plaquetas activadas en un sitio especifico. En las arterias la
sangre circula a gran velocidad y a una presion muy alta. Los trombos arteriales
se forman sobre todo en vasos que tienen una placa ateromatosa o que estan
expuestos a zonas de turbulencia importante, como lo son las bifurcaciones
vasculares. Debido a este entorno, el trombo arterial se forma principalmente de
plaquetas con una discreta malla de fibrina lo que da el aspecto tipico de un
trombo blanco3'.

Por el contrario, el trombo venoso se genera en vasos en los que la velocidad y
la presion de la sangre son muy bajas. En las piernas, la ETV se inicia en torno
a las valvulas venosas en las que existen turbulencias de la sangre. Si disminuye
la velocidad del flujo se generan cambios en el sistema de la coagulacién, como
la activacion plaquetaria y de la fase plasmatica de la hemostasia, con la
consecuente caida de las proteinas anticoagulantes naturales y de la fibrindlisis.
Ademas, durante la lesion tisular, se liberan sustancias tromboplasticas con la
subsecuente activacion de la fase plasmatica de la hemostasia y de las
plaquetas.

Todo lo anterior determina que en estos trombos la malla de fibrina sea el
componente mas importante englobando una gran cantidad de eritrocitos y muy

pocas plaquetas®'.

16



La ETV ocurre preferentemente en las venas de los miembros inferiores. Los
factores de riesgo de ETV son diversos %3738, sin embargo, todos ellos recaen

en alguno de los tres componentes de la triada de Virchow (ver Figura 3).

Triada de Virchow en la trombosis

Lesion endotelial

.

Trombosis

/ N

Estasis y turbulencia Hipercoagulabilidad

I )

Figura 3. Triada de Virchow. Muestra los tres principales factores que inducen a

la trombosis. Revista de Hematologia 2005 por Murillo, C. y Quintana, G. S.

En la actualidad se sabe que se requieren multiples trombofilias
simultaneamente para generar una trombosis lo que evidencia que se trata de
un proceso multifactorial en el que participan factores hereditarios y adquiridos
simultdneamente 3% 40,

Los pacientes con mas de un factor de riesgo hereditario tienen un riesgo mayor
de ETV que los pacientes que sdlo tienen uno o ninguno de estos factores*! 42
43, Los pacientes con trombofilias hereditarias y que también poseen factores
adquiridos como el embarazo, uso de hormonales o cirugia, tienen un riesgo mas
elevado de ETV que los pacientes con las mismas caracteristicas pero sin una

condicion trombofilica hereditaria** 4°.
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2.7 Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
El Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) es un desorden autoinmune
caracterizado por la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL), los cuales
se asocian con eventos trombdticos (venosos y arteriales), pérdidas fetales

recurrentes y trombocitopenia 46 47- 48,

Los aFL incluyen al anticoagulante lupico (AL), anticuerpos anticardiolipina
(aACL) y anticuerpos anti-beta 2-glicoproteina | (ap2GPI) . En los tres casos, la
beta 2-glicoproteina | sigue considerandose el antigeno por excelencia de los
aFL. EI SAAF se clasifica como primario, cuando no se asocia a otra enfermedad
y secundario, cuando se encuentra ligado a otras condiciones clinicas,
principalmente lupus eritematoso sistematico*®. Se han reportado casos de
pacientes con aFL sin datos clinicos de SAAF; entre éstos se encuentran los
pacientes seropositivos a infecciones virales tales como VIH, virus Epstein-Barr,
parvovirus, hepatitis A, virus de la rubéola, sifilis, enfermedad de Lyme,

tuberculosis, lepra y endocarditis infecciosa 5°.

El estudio del AL involucra tres pasos estratégicos con base en las
recomendaciones de la Sociedad Internacional para el estudio de la Hemostasia
y la Trombosis (SIHT) 6.

1. Pruebas de escrutinio: tienen el propdsito de demostrar que la
prolongacién del tiempo de coagulacion es dependiente de fosfolipidos %' %2, las
pruebas mas usadas son el TTPa y el tiempo de veneno de vibora de Russell
diluido (dRVVT).

2. Prueba de mezclas: confirman la presencia de un inhibidor en el

plasma y excluyen la deficiencia de un factor de coagulacion®3.
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3. Pruebas confirmatorias: hacen evidente la dependencia del inhibidor
por los fosfolipidos y no que el inhibidor este dirigido contra algun factor de la
coagulacion 53 54,

El presente trabajo incluyo el estudio del AL debido a que el TTPa puede verse
afectado en pacientes con ETV sin tratamiento anticoagulante. Por lo tanto, los
resultados de los tiempos de coagulacion se analizaron de manera
independiente en los pacientes con AL, éste se determind mediante técnicas
coagulométricas comerciales disponibles. Se emple6 veneno de vibora de
Russell que activa directamente al FX en presencia de calcio. Esta prueba no se
modifica por la deficiencia de los factores VIII y IX, sus inhibidores o por
alteraciones en la fase de contacto. La prueba de escrutinio utiliza una
concentracion baja de fosfolipidos, por lo tanto, si el AL esta presente, el tiempo
de coagulacion se prolongara. La prueba confirmatoria utiliza una concentracién
alta de fosfolipidos que indirectamente neutralizan al AL en el plasma, por lo que

el tiempo de coagulacion se acortara respecto a la prueba de escrutinio.

2.8 Rivaroxaban

El rivaroxaban (RIV) (5 - cloro - N - [[(6S) — 2 - oxo0 - 3 - [4 - (3-oxomorfolin- 4 - il)
fenil] - 1,3 - oxazolidina - 5 - il] metil] tiofen — 2 - carboxamida)) es un inhibidor
oral directo y competitivo del FXa. Tiene un peso molecular de 436 g/mol, su
selectividad por el FXa es 10,000 veces mayor con respecto a otras proteasas
de serina®®. Su vida media es de 7 a 11 h y su maximo efecto se presenta entre
las 2 y 3 h después de su administracion®®.

A diferencia de los AVK los cuales interfieren con la sintesis de diferentes
factores hemostaticos, los inhibidores orales del FXa (RIV, edoxaban y apixaban)

son especificos de este factor. También, las propiedades farmacolégicas de los

19



inhibidores orales directos del FXa difieren de las descritas para los AVK. Su

biodisponibilidad por via oral es buena, su efecto farmacolégico es tan rapido

que no requiere del uso previo de farmacos antitromboéticos como la heparina vy,

ademas, el uso de estos farmacos no necesita de una dieta especifica.

Aunado a lo anterior, todos los inhibidores orales directos del FXa comparten un

mecanismo dual de excrecion a través de la orina y las heces el cual ha mostrado

tener beneficios, ya que disminuye la acumulacion de los farmacos en el rifidn

de los pacientes con alteraciones renaless. Las principales caracteristicas

farmacolégicas de los inhibidores directos del FXa en comparacion con la

warfarina, un AVK, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades farmacoldgicas de warfarina, rivaroxaban, apixaban y edoxaban.

[Coreeerieton) 7 [Ferriva | ivroxsben| Bevceben [ e

Blanco farmacoldgico FVKD FXa

PM (g/mol) 308 436 460 548
Biodisponibilidad (%) 100 80 50 50
Dosis 1/dia 1-2/dia 2/dia 1/dia
Efecto maximo 4-5 dias 2-3h 1-2 h 1-2 h
Vida media (h) 40 7-11 12 5-11
Depuracion renal (%) -—-- 33 25 35
Monitoreo Si No No No
Interacciones multiple 3A4/P-gp 3A4/P-gp P-pg
Antidoto Si No No No

Nota. Recuperado de Evolving use of new oral anticoagulants for treatment of

venous thromboembolism. 2014 Journal Blood. Calvin, H. Y.y Peter, L. G.
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El uso de RIV se aprobd en Europa en 2008 para la prevencion de la ETV en
pacientes con artroplastia de cadera y de rodilla " %8, En la actualidad, el RIV ha
mostrado beneficios en el tratamiento de la trombosis venosa profunda
sintomatica®®, la prevencion de eventos isquémicos en pacientes con fibrilacion
auricular no valvular®®, en el tratamiento de la tromboembolia pulmonar®’ y en la
tromboprofilaxis de pacientes con sindrome coronario agudo®. El RIV se usa en
dosis de 5, 10, 15y 20 mg dependiendo del estado clinico de cada paciente.

A diferencia de los antagonistas de la vitamina K (AVK), el RIV no requiere de
una prueba de laboratorio que monitoree su efecto anticoagulante, tiene un inicio
de accidn rapida, dosis estandarizadas, y no requiere de un control alimenticio
estricto como cuando se usan AVK®3, El efecto del RIV se origina por la inhibicion
del FXa en via comun de la fase plasmatica de la hemostasia como se muestra

en la Figura 4.

l ¥

Via extrinseca FVlla-FT FIXa + FVllla Via intrinseca
y y
‘ ’ .
FXa + FVa + fosfolipidos EXla |
Inhibidor del FXa i 1 Fibrinégeno
] Trombina >
Complejo (Flla)
protrombinasa Fibrina

|

Agregacion > Coagulo
plaguetaria

Figura 4.Inhibicion del Factor Xa en la cascada de coagulacién. The Journal of

Clinical Pharmacology, 2007 por Graff, J., vonHentig, N., Misselwitz, F. y Becka, M.
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Como resultado de la inhibicidn la generacién de trombina y la actividad del
complejo protrombinasa disminuyen®. Lo anterior se hace evidente en los
resultados de las pruebas de coagulacion, ya que el TP y el TTPa se prolongan

dependiendo de la dosis de RIV usada ©°.

La guia de prescripcion farmacolégica de RIV emitida por la compania fabricante
menciona que no se requiere una monitorizacion sistematica del estado
hemostatico de los pacientes. Ademas, menciona que la evaluacion de la
actividad anti-FXa del RIV sélo es util en situaciones de sobredosis o cirugia de
emergencia®®. Lo mas interesante de esta guia, es que menciona que la
determinacién del TP y TTPa en pacientes con ETV, dara como resultado
tiempos de coagulacion prolongados®’. Sin embargo, en la practica clinica, a
partir de la experiencia el RIV pareciera tener un comportamiento totalmente

diferente.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, se estima que la prevalencia de ETV es de 1.1 y 1.3/ 1000
hombres y mujeres respectivamente. La incidencia de ETV es de 2.5 - 5%/afo
en la poblacion adulta®2. Durante muchos afios el tratamiento de la ETV se basé
en el empleo de AVK, actualmente se han desarrollado nuevos farmacos
anticoagulantes dirigidos a factores especificos de la fase plasmatica de la
hemostasia?. Entre estos farmacos se encuentra el RIV, un inhibidor directo y
competitivo del FXa que a diferencia de los AVK no se ha podido desarrollar una
prueba de laboratorio que permita monitorear su efecto anticoagulante. A pesar
de este inconveniente, se ha demostrado la efectividad y seguridad del RIV como
farmaco anticoagulante, ya que el riesgo hemorragico y los casos de trombosis
recurrentes no es mayor al observado con los AVK3. Frecuentemente, se solicita
al laboratorio medir la actividad anti-FXa del RIV, sin embargo, la SIHT no
reconoce a ninguna prueba de laboratorio para cumplir con este objetivo. En la
mayoria de los casos, las pruebas que se estan utilizando para evaluar la
actividad anti-FXa se disefiaron hace algunos afnos para monitorizar el efecto
antitromboético de las heparinas y no para los inhibidores de factores especificos
de la coagulacion.

La compania farmacéutica que produce RIV especifica que no se requiere de
una monitorizacion del efecto del farmaco sobre el sistema de la coagulacion de
los pacientes con ETV. Sin embargo, la determinacion de los niveles plasmaticos
de RIV a través de sus efectos en los tiempos de coagulacion puede ser util en
caso de sobredosis o cirugia de emergencia. En este sentido, la compania
informa que los resultados de las pruebas de coagulacion TP y TTPa se
prolongan en los pacientes que reciben tratamiento con RIV®°. Sin embargo, en

la practica clinica es muy frecuente observar que los tiempos de coagulacién se
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alteren (acorten, prolonguen o no se modifiquen) de distintas maneras entre los
pacientes o en un mismo individuo. Aunque in vitro se ha demostrado que el uso
de RIV en dosis altas prolonga los tiempos de coagulacién dependiendo la marca
del reactivo y el activador empleado, no existe evidencia que sustente si el uso
de RIV en dosis terapeuticas prolonga los tiempos de coagulacion en pacientes
con ETV. Con base en lo anterior, me he planteado la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ En pacientes con ETV, la inhibicion del FXa por efecto del RIV

prolongara los tiempos de coagulacién durante el tratamiento anticoagulante?

4. JUSTIFICACION
El empleo de los AVK esta quedando en desuso. El RIV es un inhibidor directo
del FXa que ha demostrado no incrementar el riesgo hemorragico y disminuir el
riesgo de trombosis. A pesar de sus efectos benéficos, no existen pruebas de
laboratorio que monitoreen su efecto farmacolégico, lo que quiza represente la
principal complicacion del tratamiento. Por lo tanto, es indispensable realizar
investigacion que aporte informacioén sobre los efectos no deseados del RIV. De
tal manera que los resultados que se obtengan de este estudio, contribuiran al
conocimiento de la seguridad de este medicamento y demostraran si de alguna
manera es posible utilizar los resultados de los tiempos de coagulacidén para

monitorear el efecto anticoagulante del RIV.
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5. HIPOTESIS
Si el RIV inhibe la actividad del FXa entonces, los tiempos de coagulacion de

pacientes con ETV estaran prolongados durante el tratamiento anticoagulante.

6. OBJETIVO GENERAL
Determinar si la prolongacion de los tiempos de coagulacion puede ser un
parametro de laboratorio para evaluar la actividad anti-FXa del RIV en el

tratamiento crénico de pacientes con ETV.

6.1 Objetivos especificos
1) Determinar el tiempo de protrombina y de tromboplastina parcial activada
antes de la administracion de RIV para evaluar el estado hemostatico basal de
los pacientes con ETV.
2) Evaluar mediante las pruebas bioquimicas de FA, LDH, GGT, ALT, AST, BT,
BD, Bl la funcion hepatica y los niveles séricos de creatinina en los pacientes con
ETV antes y durante el tratamiento con RIV.
3) Determinar si la inhibicion del FXa por efecto del RIV prolonga los tiempos de
protrombina y de tromboplastina parcial activada de pacientes con ETV,
transcurridos 1, 3, 6 y 12 meses de tratamiento, para demostrar que el efecto
anticoagulante del farmaco no depende del tiempo de tratamiento.
4) Conocer en pacientes con ETV si la inhibicién indirecta e in vitro de los factores
de la via intrinseca de la coagulacion por el AL interfiere con el efecto del RIV en
los tiempos de protrombina y tromboplastina parcial activada después de 1, 3, 6
y 12 meses de tratamiento, para demostrar que el efecto anticoagulante del RIV

no debe monitorizarse usando métodos coagulométricos en pacientes con AL.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

7.1.1 Tipo de estudio

Descriptivo, observacional y longitudinal.

7.1.2 Descripcion de las variables
Dependiente: tiempos de coagulacion.

Independiente: tratamiento con RIV.

7.1.3 Universo de trabajo

Pacientes con ETV que inicien tratamiento con RIV.

7.1.4 Tamaiho de la muestra

Se calculé con base en la comparaciéon de medias de muestras relacionadas
usando el programa estadistico Sigma Stat. Para esto hicimos uso de la media
y desviacion estandar de las pruebas TP y TTPa obtenidas de un grupo control
(n=120). Considerando que para el TP la media=13.0syla SD =1.7 s,y que
un resultado del TP se considera prolongado cuando la diferencia en segundos
es = 3.0 s contra el TP del plasma testigo, el tamano de muestra estimado fue
de 10 pacientes con ETV. Con base en el TTPa, consideramos una media = 29.7,
SD = 2.5, y un valor de TTPa prolongado cuando la diferencia en segundos con
respecto al plasma testigo es = 5.0 s. De esta manera el tamafio de muestra
estimado fue 8 pacientes con ETV. Por lo tanto, elegimos 10 pacientes con ETV

como tamafno de muestra. En ambos casos (TP y TTPa) consideramos que a =
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0.05 y un poder estadistico de 90 % (1 —8 = 0.9). Considerando que un poder

estadistico de 80 % es aceptable en la investigacion cientifica, no tenemos

ninguna duda de que los resultados del analisis estadistico en este estudio son

confiables. Por otro lado, elegimos una a = 0.05 ya que la significancia

estadistica en las ciencias médico-bioldgicas esta dada por un valor de p < 0.05

(error tipo 1 o probabilidad de rechazar un valor siendo verdadero). A pesar del

calculo estadistico de la muestra, en el estudio se analizaron las muestras de

256 pacientes con ETV ya que se tiene el objetivo de publicar los resultados.

Adicionalmente, analizamos las muestras de 37 pacientes con ETV y SAAF.

7.1.5 Criterios de inclusién, no inclusién y exclusion

Inclusion:

- Hombres y mujeres >18 afos.

- Diagnéstico de ETV.

- Inicien tratamiento con RIV (10 mg/ 24 h).
No inclusion:

- Disfuncion hepatica y/o renal

- Tratamiento anticoagulante con AVK, heparina o RIV.
Exclusion:

- No completen el estudio.

- Muestras con evidencia de hemolisis, ictericia y lipemia.
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7.2 METODOS

7.2.1 Equipo

7.2.2

7.2.3

Synchron LX 20 (Beckman Coutler, Fullerton, CA, USA).

STA-Compagq (Stago, Ansnieres, Francia).

Materiales

Tubos de plastico al vacio con citrato de sodio al 3.2 % (BD Vacutainer,
Franklin Lakes, USA).

Tubos de plastico al vacio con activador de la coagulacion (BD
Vacutainer, Franklin Lakes USA).

Aguja esteéril, 21G x 38 mm (BD Vacutainer, Franklin Lakes USA).
Micropipetas de 20 — 200 pL.

Micropipetas de 100 — 1000 pL.

Puntas de plastico para micropipeta 20 — 200 pl (SARSTEDT,
Numbrecht, Germany).

Puntas de plastico para micropipeta 100 — 1000 uyl (SARSTEDT,

Numbrecht, Germany).

Reactivos

TP (Neoplastine, Stago, Ansnieres, Francia).
TTPa (aPTT, Stago, Ansnieres, Francia).

Cloruro de calcio 25mM.
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7.2.4 Bioldgicos
- Plasma testigo (mezcla de plasma de 20 donadores, 10 hombres y 10
mujeres.
- Control normal. Plasma humano con concentraciones plasmaticas
normales de los factores de la coagulacién.
- Control patolégico. Plasma humano con concentraciones deficientes

en los factores de coagulacion.

7.2.5 Seleccion de los pacientes
La seleccion de los pacientes estuvo a cargo del médico hematdlogo
responsable de la clinica de anticoagulacion del Hospital General Regional No.

1 Dr. Carlos Mac Gregor Sanchez Navarro (HGR No. 1 CMSN) del IMSS.

7.2.6 Recoleccidon de muestras

La obtencidn de las muestras sanguineas se llevo a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del HGR No.1
Dr. CMSN del IMSS. Antes de la toma de muestras, los pacientes fueron
informados acerca de la naturaleza del estudio. Después de aceptar participar
en el estudio, a todos los pacientes les solicitamos firmar su consentimiento
informado. Posteriormente, se procedid a la extraccion de las muestras
sanguineas (5 mL de sangre no anticoagulada y 2.7 mL de sangre
anticoagulada). Se repitié este mismo procedimiento a los 3, 6 y 12 meses de

iniciar el tratamiento con RIV.
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7.2.7 Pruebas de funcion hepatica y creatinina.
Se determinaron los niveles séricos de creatinina, FA, LDH, GGT, AST, ALT, BT,
BD, Bl y fibrindbgeno. Se utilizé el equipo Synchron LX 20 (Beckman Coulter,

Fullerton, CA, USA) para el estudio de la quimica sanguinea.

7.2.8 Tiempo de protrombina (TP).

Este ensayo establece la eficacia global de la via extrinseca. Esta prueba
determina el tiempo de coagulacion del plasma en presencia de una
concentracion Optima de tromboplastina tisular y CaClz, e indica la eficiencia
global de la via extrinseca de la fase plasmatica de la hemostasia?® 1. Es
sensible a los cambios en la actividad de los factores V, VIl y X y, en menor
medida, del factor Il (protrombina). No resulta adecuada para detectar cambios
menores en el nivel de fibrinégeno. Sin embargo, el TP puede resultar anormal
ante un nivel de fibrinbgeno muy bajo o ante la presencia de un inhibidor. La
sensibilidad del ensayo se ve influenciada por el reactivo y la técnica utilizados.
Es por ello que es importante establecer un rango de referencia dentro del
laboratorio utilizando los resultados de plasmas normales’. Los resultados se
expresan como la media de las lecturas por duplicado en segundos y se
comparan con el tiempo medio de las determinaciones por duplicado del plasma

testigo (ver anexo).

7.2.9 Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa).

Consiste en un analisis no especifico de la via intrinseca. Si el TTPa se mide
junto con el TP normal, resulta la prueba de rastreo mas util para detectar la
deficiencia de los factores VIII, IX, XI y XII. EI TTPa sera prolongado ante

cualquier deficiencia de factores de la via intrinseca (VIII, IX, Xl y XII), via comun
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(V, X, Il'y, en menor medida, de fibrindgeno) y ante la presencia de inhibidores.
La presencia de algunos inhibidores terapéuticos de la coagulacién, como la
heparina, también prolongan el TTPa’®. El ensayo mide el tiempo de coagulacion
del plasma después de la activacion del FXIl en ausencia de factor tisular, por lo
tanto, indica la eficiencia global de la via intrinseca. Para estabilizar la activacion
de los factores de contacto el plasma es preincubado, en el que se expone a un
activador de contacto como el caolin, silice o acido elagico 2 7. Los resultados
son expresados como la media de las lecturas por duplicado en segundos y se
comparan con el tiempo medio de las determinaciones por duplicado del plasma
testigo (ver anexo).

El plasma testigo tiene niveles plasmaticos de los factores Il, V, VII, IX, X, XI, XIlI,
HMWK 'y precalicreina de alrededor de 1 U/ml o 100 U/dL. Los niveles del factor
VIII (FVII) y FYW varian ampliamente en los plasmas testigos. El plasma testigo
se obtiene de la mezcla de plasmas de al menos 20 donadores aparentemente
sanos, se recomienda incluir la misma cantidad de hombres y mujeres, en un

rango de edad de 20 a 50 afios.
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8. ANALISIS ESTADISTICO.
Para el analisis estadistico se us6 el programa Sigma Stat version 3.5. Las
caracteristicas generales de los pacientes se analizaron usando estadistica
descriptiva. La prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov fue utilizada
para establecer la distribucidon estadistica de los resultados de cada variable. Las
pruebas t de student y U de Mann Whitney se usaron para comparar los
resultados entre hombres y mujeres. Las pruebas analisis de varianza (variables
paramétricas) y Kruss Karwallis (variables no paramétricas) se utilizaron para el
analisis de los resultados de las determinaciones basales y alos 3, 6 y 12 meses
del tratamiento con RIV. Estas mismas pruebas se usaron para comparar los
resultados de las pruebas de la quimica sanguinea. Para realizar comparaciones
multiples, hicimos uso de la prueba de Student Newman Keuls. Consideramos

diferencia significativa cuando p< 0.05.
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9. RESULTADOS

Se muestred a un total de 293 pacientes con ETV (37 pacientes con AL y 256
sin AL) que iniciaron tratamiento con RIV. De los pacientes con ETV sin AL, 78
(30.5 %) fueron hombres y 178 (69.5 %) fueron mujeres, con una la edad
promedio de 50 afos para los hombres y las mujeres (Rango = 18 a 88 afios).
No se observaron diferencias significativas entre la edad de hombres y mujeres
(p =0.076).

En el grupo de pacientes con ETV y AL, 23 pacientes (62.2 %) fueron mujeres y
14 hombres (37.8 %), con una edad promedio de 46 y 44 anos en los hombres y
mujeres, respectivamente. No se observaron diferencias significativas en la edad
de los pacientes entre hombres y mujeres (p = 0.87). El rango de edad en este

grupo de pacientes fue de 18 a 72 afios.

9.1 Efectos del RIV en los tiempos de coagulacion.

Los efectos del RIV sobre los tiempos de coagulaciéon para los pacientes con
ETV sin AL se muestran en las graficas 1 y 2. Para el TP, se observd un
acortamiento significativo entre la determinacién basal y a los 6 y 12 meses en
tratamiento con RIV (p < 0.05). Para el TTPa, no se observaron diferencias
significativas entre la determinacion basal y las determinaciones pos-tratamiento
con RIV (p = 0.063). No se realizé el analisis entre hombres y mujeres debido a
qgue no observamos diferencias significativas en los resultados del TP (p = 0.190)
y TTPa (p = 0.132).

Para el grupo de pacientes con ETV y AL, no se observaron diferencias
significativas en los resultados de los tiempos de coagulacién entre las
determinaciones basales y durante el tratamiento con RIV (p > 0.05).

Practicamente los resultados de los tiempos de coagulacién se mantuvieron
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similares antes y durante el tratamiento con RIV. Unicamente en un paciente se

aprecié un acortamiento considerable del TTPa, obteniendo una diferencia entre

el plasma del paciente y el plasma testigo de: -2.5s al mes de iniciar el

tratamiento y -3.6s a los 3 meses.
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Grafica 1. Resultados del TP de pacientes con ETV sin AL en tratamiento con
RIV. Los resultados se obtuvieron de la diferencia del TP del paciente menos el
TP testigo, y se expresan como la media (circulo negro) * la desviacién estandar.

Acortamiento significativo entre la determinacién basal y a los 6 y 12 meses en

MESES

tratamiento con RIV (p < 0.05).
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Grafica 2. Resultados del TP en los pacientes con ETV sin AL. Los resultados
se expresan en graficas de cajas y corresponden a las diferencias obtenidas al
restar el TP de los pacientes y el TP del plasma testigo. No hay diferencias
significativas entre la determinacién basal y las determinaciones pos-tratamiento

con RIV (p = 0.063)

15
—e— Media

=
o
1

=
=}

DIFERENCIAS (s)

S
o
L

-1.0 4

-15

MESES
Grafica 3. Medias de los resultados del TTPa de pacientes con ETV en tratamiento
con RIV. Los resultados se obtuvieron de la diferencia del TTPa del paciente menos
el TTPa testigo, y se expresan como la media (circulo negro) * la desviacién
estandar. No hay diferencias significativas entre las determinaciones basales y

durante el tratamiento con RIV (p > 0.05).
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Grafica 4. Resultados del TTPa en los pacientes con ETV. Los resultados se
expresan en graficas de cajas y corresponden a las diferencias obtenidas al
restar el TTPa de los pacientes y el TTPa del plasma testigo. No se observaron
diferencias significativas en el TTPa entre los diferentes meses del tratamiento

con RIV.

Las tablas 3 y 4, y las graficas 5 y 6 muestran la cantidad de pacientes con
resultados de las pruebas de TP y TTPa prolongados, acortados y normales, con
respecto a los resultados obtenidos de un plasma testigo. Se consider6é un TP
acortado cuando la diferencia entre el TP del paciente y el plasma testigo fue = -
1 s, prolongado cuando la diferencia fue = 3 s y normal, cuando la diferencia fue
< 3s. Parael TTPa, un resultado fue acortado cuando la diferencia entre el TTPa
del paciente y el plasma testigo fue = -1 s, prolongado cuando la diferencia fue =

5 s y normal, cuando la diferencia fue <5 s.
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Tabla 3. Efecto del RIV en el TP y TTPa de los pacientes con ETV (sin AL) antes

y después del tratamiento con RIV (n= 256).

No. % No. % No. % No. % No. %
Normal 124 485| 81 316 84 328 96 375 90 352
TP (P) 0 of| 16 62 11 43 5 1.9 1 0.4
TTPa (P) 2 08| 23 90 29 113 33 129 28 11.0
TP (A) 8 31 7 27 1 04 9 35 8 31
TTPa (A) 114 445 99 387 96 375 88 344 100 39.0
TPy TTPa (P) 0 o [10 39 10 39 7 27 4 16
TPy TTPa (A) 8 31 14 55 21 82 12 47 20 7.8
TP(P)yTTPa(A) O 0 4 16 2 08 3 1.2 1.1
TP(A)yTTPa(P) O 0 2 08 2 08 3 1.2 0.8

La letra (P) corresponden a los resultados prolongados del TP y TTPa, mientras que la (A) a los

resultados acortados. Se us6 la prueba estadistica de U de Mann Whitney para analizar los resultados.
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Basal 1 mes 3 meses 6 meses 12 meses

Gréfica 5. Resultados del TP y TTPa de pacientes con ETV sin AL (n=256) en tratamiento con
RIV. Se considera un resultado prolongado cuando la diferencia entre el tiempo del paciente

menos el tiempo del testigo es > 3s en el caso del TP y > 5s en el TTPa.
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Tabla 4. Efecto del RIV en el TP y TTPa de los pacientes con ETV (con AL) antes

y después del tratamiento con RIV (n= 37).

No. %  No. % No. % No. % No. %
Normal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP (P) 0 0 O 0 1 27 1 27 0 0
TTPa (P) 23 622 24 649 28 757 32 865 28 75.7 |
TP (A) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TTPa (A) 0 0 1 27 1 27 0 0 0
TP y TTPa (P) 13 351] 9 243 3 81 3 81 5 135
TPy TTPa (A) 0 0 0 0 0 0 0 0
TP (P)y TTPa(A) O 0 0 0 0 0 0 0
TP(A)yTTPa(P) 1 27 3 81 4 108 1 27 4 108

Las letra (P) corresponden a los resultados prolongados del TP y TTPa, mientras que la (A) a los
resultados acortados. Se empled la prueba de U de Mann Whitney para el andlisis de los

resultados. No se observé diferencias significativas entre las variables.
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Grafica 6. Resultados del TP y TTPa de pacientes con ETV y AL (n=37) en tratamiento con RIV.
Se considera un resultado prolongado cuando la diferencia entre el tiempo del paciente menos

el tiempo del testigo es > 3 segundos en el caso del TP y > 5 segundos en el TTPa.
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9.2 Efectos del RIV en las pruebas de funciéon hepatica y renal.

Los resultados se muestran en las tablas 5,6y 7, y en la grafica 7. Los resultados
de los pacientes con ETV con AL y sin AL se muestran de manera conjunta, con
la excepcion del fibrinbgeno. Se observé que los niveles séricos de GGT y FA se
modificaron discretamente al inicio del tratamiento con RIV. La GGT disminuyo
4 Ul/dL al primer mes de tratamiento con RIV, mientras que la FA disminuyé e
incremento 10 Ul/dL en el primer y tercer mes de tratamiento, respectivamente
(Tabla 5). Sin embargo, en ambos casos los resultados carecen de relevancia
clinica ya que los niveles séricos de estas enzimas se mantuvieron dentro de
valores normales de referencia.

La concentracion de fibrinbgeno disminuyé significativamente durante el
tratamiento con RIV (3, 6 y 12 meses) en los pacientes con ETV sin AL (Tabla 6,
grafica 7). La disminucion fue de 25 mg/dL aproximadamente. Al igual que las
enzimas hepaticas, la disminucion de fibrinégeno no representa un riesgo para
la salud de los pacientes debido a que su concentracion se mantiene dentro de

valores normales de referencia.

Tabla 5. Resultados de la concentracidn de bilirrubinas en pacientes con ETV
antes y a los 6 meses de tratamiento con RIV (n= 293).

Valor de referencia 02-12 0.1-0.7 0.0-0.5
Basal 0.5+0.19 0.1 +£0.06 04+0.16
6 meses 0.5+0.21 0.1 +£0.05 04+0.17

Los resultados se expresan como la media = la DE. BT BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina directa;

Bl: bilirrubina indirecta. Se usé la prueba estadistica de analisis de varianza para analizarlos.
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Tabla 6. Resultados de los niveles séricos de AST, ALT, GGT, FAy DHL en

pacientes con ETV en tratamiento con RIV (n=293).

Valor de 15-37 8-35 8 — 65 34 -104 106 — 274
referencia
Basal 22+10 26 +17 51+ 30 104 + 33 165 + 29
1 mes 24 +11 26 +13 46 + 42* 94 + 38* 160 + 31
3 meses 21+8 26+9 57 +28 114 + 32* 162 + 22
6 meses 21+7 26 + 10 55 + 27 106 + 33 164 + 25
12 meses 21+8 26 + 11 53 + 27 106 + 35 161 + 22

Los resultados se expresan como la media + la DE. * = p < 0.05. Se uso la prueba estadistica de analisis

de varianza para analizar los resultados.

Tabla 7. Resultados de la concentracion plasmatica de fibrindgeno en

pacientes con ETV antes y después del tratamiento con RIV. (n= 293).

ETV sin AL 405.6+95.9 379.9+106.7* 386.9+£107.5* 394.2+110.7*

ETV con AL 385.2+97.9 355.1£74.3 363.7+60.1 400.6+112.3

Los resultados se expresan como la media + la DE. * = p < 0.05. Se empleé la prueba estadistica

de analisis de varianza para el analisis de los resultados.
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10. DISCUSION

Durante nuestra vida adquirimos una gran cantidad de habitos y condiciones que
dafian a nuestro sistema hemostatico, su inmensa variabilidad hace dificil
identificar con precision qué factores contribuyen al desarrollo de las trombosis
o determinar cudles tienen mayor influencia®®. Sin embargo, es un hecho que
una gran cantidad de personas estan expuestas a sufrir eventos trombdéticos, y
muchas mas estan sufriendo las consecuencias de haber padecido esta
devastadora enfermedad.

La trombosis es una enfermedad multifactorial en la que convergen trombofilias
hereditarias y adquiridas. Las consecuencias de la trombosis pueden ser
desastrosas si consideramos que muchos pacientes quedan discapacitados de
por vida, afectando su productividad académica, laboral, y con el paso del
tiempo, a la economia de su familia y a la de todo un pais'. Lo anterior hace
indispensable que las autoridades de salud a nivel mundial mejoren las
estrategias preventivas para disminuir la incidencia alarmante de trombosis, e
introduzcan nuevos farmacos antitrombéticos3? que eviten que esta enfermedad
se manifieste en repetidas ocasiones en un mismo individuo deteriorando mucho
mas su calidad de vida.

Durante muchas décadas el tratamiento anticoagulante de elecciéon en la ETV ha
sido el uso de los AVKZ? Sin embargo, con el desarrollo de los nuevos
anticoagulantes que inhiben directamente a factores hemostaticos activados y
qgue no requieren de monitorizacion para el control de su efecto anticoagulante,
es probable que en poco tiempo los AVK sean olvidados®3. No obstante, el hecho
de no poder evaluar el efecto farmacolégico de los nuevos medicamentos

deberia ser considerado estrictamente como una desventaja.
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El RIV inhibe la actividad del FXa disminuyendo la generacion de Tr%4 66, E| FX
es un zimogeno, proteasa de serina que requiere de VK para ser un factor de la
coagulacion funcional’, se sitla en un sitio clave en la fase plasmatica de la
hemostasia donde convergen las vias intrinseca y extrinseca. Evidentemente,
este conocimiento ha permitido que la industria farmacéutica dedicada al
desarrollo de anticoagulantes centre su atencion sobre este factor en
especifico®® %8, Ademas, considerando que la Tr, el mediador final de la fase
plasmatica de la hemostasia, induce tanto la activacién de las reacciones
plasmaticas como la activacion de las plaquetas, la disminucion en la generacion
de Tratravés de la inhibicién del FXa pareciera ser una estrategia farmacolégica
para lograr la inhibicion simultanea de la formacién de fibrina y activacion
plaquetaria. Nuevamente, este conocimiento resulta de interés para la industria
dedicada a la produccion de medicamentos.

Con base en lo anterior, la inhibicion del FXa podria monitorizarse mediante la
medicion del TP y TTPa, ambas pruebas se alteran cuando el paciente tiene
alguna deficiencia en los factores de la via comun’?, entre estos el FX. Por lo
tanto, si el RIV inhibe a la via comun de la fase plasmatica de la hemostasia los
resultados del TP y TTPa deberian estar prolongados con respecto a un plasma
normal. En este sentido, la compafnia productora de RIV hace mencion de que la
actividad anti-FXa se puede medir con métodos ya estandarizados®®; no
obstante, la SIHT no ha aceptado hasta nuestros dias una prueba de laboratorio
mediante la cual se pueda evaluar el efecto anticoagulante del RIV®5. El empleo
de pruebas de laboratorio que evaluan el efecto de las heparinas en el control de
la terapia anticoagulante con RIV es una estrategia utilizada en la actualidad.
Con los AVK, el INR es el parametro de laboratorio que regula el efecto

anticoagulante disminuyendo el riesgo hemorragico y trombdtico ocasionados
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por la dosificacion no dptima de los farmacos % '* 7', EI INR depende del TP, ya
que los AVK inducen una deficiencia farmacologica persistente del factor VIl y
de los otros factores VK dependientes 4. Por lo tanto, el TP al ser una prueba
estandarizada para la identificacion de deficiencias de los factores de la
coagulacion es sin lugar a dudas un método sencillo y sensible para evaluar el
efecto de los AVK 0. Por otro lado, el RIV no induce deficiencia de los factores
de coagulacion®3, por lo que la prolongacién del TP y/o TTPa dependera de la
concentracion de FXa que se inhiba durante las pruebas de coagulacién in vitro,
lo cual a su vez dependera directamente de la actividad del FX per se del
paciente y de las caracteristicas de los reactivos empleados. A diferencia de los
AVK, el RIV no mantiene un efecto anticoagulante cronico o persistente, la
inhibicion del FXa solo ocurre si el sistema hemostatico del paciente esta
activado®®, lo cual complica ain mas el desarrollo y la estandarizacion de una
prueba de laboratorio sensible al efecto del RIV. Por otro lado, el hecho de que
el RIV solo actua cuando se produce FXa explica en parte por qué quiza no se
requiera medir el efecto anticoagulante del farmaco.

Los efectos del RIV sobre las pruebas de laboratorio que evaluan al sistema
hemostatico han sido poco estudiados. En estudios in vitro y ex vivo®” se ha
observado que el efecto del RIV en los tiempos de coagulacion y en las pruebas
que se basan en la formacion de un coagulo varia dependiendo de la dosis de
RIV usada y de las caracteristicas de los reactivos 8. Sin embargo, hasta donde
se tiene entendido después de una busqueda bibliografica, no hay evidencia que
demuestre que el efecto del RIV sobre los tiempos de coagulacidn sea el mismo
a lo largo del tratamiento.

En el presente estudio se evalua si el RIV afectaba los tiempos de coagulacion

de pacientes con ETV durante 1 afo de tratamiento. Si los pacientes reciben la
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misma dosis de RIV durante su tratamiento anticoagulante es factible pensar que
al utilizar pruebas estandarizadas de laboratorio como lo son los tiempos de
coagulacion, los resultados de éstas deberian ser al menos similares durante
todo el tratamiento anticoagulante, dependiendo del estado hemostatico de los
pacientes.

Se analizaron las muestras de pacientes con ETV que iniciaron tratamiento
anticoagulante con RIV 10 mg. En todos los pacientes se evaluaron pruebas
bioquimicas como FA, LDH, GGT, ALT, AST, BT, BD, Bl vy creatinina, para
conocer la funcion del higado y de forma muy general, la del rifién, ya que si
estos organos estaban alterados la farmacocinética del RIV podria verse
afectada % y por consiguiente los cambios observados en los tiempos de
coagulacion estarian mas relacionados con el estado de salud del paciente y no
con la inhibicion del FXa, en ninguno de los pacientes se identificaron
alteraciones bioquimicas importantes que pusieran en riesgo su salud, solo se
apreciaron cambios discretos, pero estadisticamente significativos en los niveles
séricos de las enzimas FA y ALT al inicio del tratamiento. En parte, los resultados
eran de esperarse al tratarse de enzimas involucradas en la farmacocinética del
RIV®%5, aunque, si esto fuera completamente cierto, los cambios observados en
ambas enzimas debieron mantenerse a lo largo del tratamiento y no sélo durante
los primeros meses. Mientras GGT permanece elevada durante todo el
tratamiento, a pesar de ser un efecto secundario del mismo tratamiento 66 69,
descartamos esta idea debido a que en la determinacién basal ya se encontraba
elevada esta enzima, sin embargo esto se puede atribuir a diversas condiciones
del paciente '* como es la diabetes, ingesta de alcohol, consumo frecuente de

farmacos, entre otros.
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Los efectos en los tiempos de coagulacion no fueron los esperados si
consideramos lo informado por la compafiia que produce el RIV €. Excluimos a
los pacientes con alteraciones en las determinaciones basales del TP o TTPa
teniendo en cuenta que algunos pacientes habian estado siendo tratados con
AVK o heparina. Por supuesto, siempre se verificé si la prolongacién del TP,
TTPa o ambos se debia a una deficiencia de alguno de los factores de
coagulacion o a la presencia de un inhibidor, incluyendo al anticoagulante lupico.
Para esto se hicieron diluciones y correcciones del plasma problema *°, sin
embargo, los resultados de estas pruebas no se muestran en los resultados de
la tesis.

Debido a que entre los pacientes con ETV uno de los factores de riesgo es el
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos 46 47> 48 especificamente el
anticoagulante lupico, decidimos analizar las muestras de estos pacientes en un
grupo independiente ya que de manera per se los tiempos de coagulacion se ven
afectados, principalmente el TTPa.

Los efectos del RIV en el TP y TTPa se pusieron de manifiesto cuando los
resultados de los pacientes se compararon contra los obtenidos de un plasma
testigo. Es decir, el analisis estadistico se hizo analizando las diferencias
obtenidas al restar los resultados del TP o TTPa del paciente menos los
resultados del plasma testigo.

Para el TP de los pacientes con ETV y sin AL, los resultados de las
determinaciones basales fueron los esperados obteniéndose tiempos de
coagulacion discretamente prolongados con respecto al plasma testigo. Esto es
de esperarse considerando que el plasma testigo tiene una actividad de todos
los factores de coagulacion cerca o mayor al 100 % 7°. Contrario a lo descrito en

la literatura, el TP presenté cambios significativos durante el tratamiento con RIV.
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En los primeros tres meses de tratamiento el TP tendié a prolongarse, pero a los
6 y 12 meses de tratamiento el tiempo de coagulacion disminuyo
significativamente con respecto a la determinacion basal. Explicar estos
resultados no es nada facil, sin embargo, parecen guardar alguna relacion con
lo observado en las enzimas hepaticas ALT y FA. Una hipodtesis propuesta es
que la actividad del FX era menor al inicio del tratamiento con RIV comparada
con los meses siguientes. Aproximadamente el 90 % de los pacientes incluidos
en el estudio usaban AVK como tratamiento anticoagulante antes de ser tratados
con RIV. Aunque la toma de muestras basales se desarroll6 después de dos
semanas de que los pacientes con ETV suspendieron el uso de AVK, es probable
que el FXy los otros factores VK dependientes estuvieran todavia inhibidos aun
cuando se verificO que los valores de INR estuvieran por abajo del rango
terapéutico. Es decir, si el INR era menor de 2 los pacientes se incluian en el
estudio. No obstante, esta hipotesis se descarté considerando que el efecto de
los AVK persiste aproximadamente por 15 dias, y la prolongacion del TP en los
pacientes con ETV en tratamiento con RIV se observé durante los primeros 3
meses de tratamiento. Por otro lado, tampoco podemos suponer que durante el
tratamiento con RIV el anticoagulante por mecanismos desconocidos pierde su
efecto farmacoldgico considerando que los resultados del TP se normalizan
transcurridos 6 meses del tratamiento. Evidentemente, los resultados y el disefio
de este estudio no permiten hacer mayores aseveraciones con respecto a lo
observado con el TP. Sin embargo, lo que si esta claro, es que el TP no se
prolonga ni se mantiene asi durante el tratamiento con RIV como lo describe la
compafiia que produce al anticoagulante . Ademas, los resultados también
contribuyen a lo descrito por otros autores % % que sugieren no usar el TP o

TTPa para monitorizar el efecto anticoagulante del RIV.
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Debido a que la concentracion de fibrindbgeno se derivo del TP es probable que
los cambios observados a los 3 y 6 meses, se deban a los efectos del RIV sobre
los factores de coagulacion. No obstante, los resultados obtenidos son de gran
importancia debido a que con frecuencia los resultados de los tiempos de
coagulacion en pacientes bajo tratamiento anticoagulante se acompafnan del
resultado de fibrindbgeno, por lo cual, es importante aclarar a los pacientes que
este valor de fibrinbgeno no representa la concentracion plasmatica de la
proteina, y que el resultado puede variar dependiendo del grado de
anticoagulacion al que esta siendo sometido cada paciente. Los resultados
obtenidos de este estudio son una evidencia mas de que la determinacion de la
concentracion plasmatica de fibrinégeno derivada del TP no tiene utilidad clinica.
Sin embargo, esto no representa que en los pacientes anticoagulados con RIV o
AVK se deba determinar la concentracion plasmatica de fibrinbgeno por otros
meétodos, ya que al igual que el fibrindgeno derivado, la concentracidén plasmatica
real de la proteina no se requiere para valorar si la anticoagulacién en los
pacientes es la adecuada.

Con lo que respecta al TTPa, los resultados fueron muy similares a lo observado
con el TP. Al inicio del tratamiento con RIV el TTPa tendié sélo a prolongarse
para después normalizarse durante el tratamiento. Resulta interesante que los
resultados del TTPa basal fueron mas cortos con respecto a los del plasma
testigo. En estudios previos realizados en el mismo laboratorio se ha observado
esta tendencia a lo largo de mas de 1000 pacientes con ETV, que el incremento
en la actividad del FVIII"3 sea la responsable de estos resultados. Sin embargo,
no se sabe si otros factores estan contribuyendo. Lo anterior pudiera explicar en
parte los resultados observados en el TTPa de los pacientes con ETV en

tratamiento con RIV. Si en los pacientes con ETV la actividad del FVIII esta
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incrementada es probable que la dosis usada de RIV no fuera la suficiente para
inhibir al FXa considerando que en estos pacientes el complejo diezasa activa
mas FX de lo normal. De acuerdo con lo anterior, seria importante evaluar si los
efectos del RIV sobre el TTPa son mas pronunciados cuando se utilizan dosis
mayores del anticoagulante.

A pesar de los efectos del RIV en el TP y TTPa, éstos fueron clinicamente
irrelevantes. La magnitud de los efectos del RIV en los tiempos de coagulacién
se midid evaluando el numero de pacientes con resultados prolongados y
acortados de estas pruebas. Un resultado prolongado del TP y TTPa indica que
la actividad del FX esta por debajo de los valores normales de referencia (< 70
UI/dL)?%, mientras que un valor acortado indica que la actividad del FX esta
incrementada (>130 Ul/dL)".

Los pacientes con ETV no presentaban alteraciones hemofilicas de la fase
plasmatica de la hemostasia antes de usar RIV, tan sélo 2 pacientes mostraron
resultados prolongados del TTPa (0.8%). En cambio, como era de esperarse,
122 pacientes (47.6%) mostraron resultados compatibles con un fenotipo
procoagulante, 114 pacientes (44.5%) con resultados acortados del TTPa y 8
pacientes (3.1%) mas con resultados acortados del TP y TTPa. Después de 1
mes de tratamiento con RIV, se observé que 16 (6.2%) pacientes con ETV
presentaron resultados prolongados del TP durante el tratamiento con RIV. Por
el contrario, el numero de pacientes con ETV con resultados acortados del TP
en la determinacion basal incremento de 8 (3.1%) a 9 (3.5 %) pacientes. Para el
TTPa, el numero de pacientes con resultados acortados de esta prueba
disminuyo de 114 (44.5%) en la determinacion basal a 88 pacientes (34.4%) a

los 6 meses de usar RIV. De la misma manera, el numero de pacientes con ETV
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con resultados acortados del TP y TTPa en la determinacion basal (n = 8, 3.1%)
incremento con el uso del RIV (n = 21, 8.2%).

Después de lo anterior queda claro que los efectos del RIV sobre los tiempos de
coagulacion no siguen ninguna tendencia clara en los pacientes con ETV, al
menos con la dosis del anticoagulante usada.

También se evaluaron los efectos del RIV en pacientes con ETV y AL.
Evidentemente, los pacientes con AL tenian prolongado el TTPa antes de usar
el RIV como se hace evidente en |la Tabla 4 que muestra que, el 62.2% de los
pacientes con trombosis y AL tienen prolongado el TTPa y 35.1% tiene el TP y
TTPa prolongado. Por lo mismo, la interpretacion de los resultados en este grupo
de estudio es compleja ya que la prolongacién del TTPa durante el tratamiento
puede deberse a un incremento en el titulo de anticuerpos antifosfolipidos del
paciente 46:47.48, 49,50 y no precisamente al efecto del RIV. Un paciente con AL
mostro resultados acortados del TTPa a los 3 y 6 meses de usar RIV, la
explicacion de estos resultados es incierta ya que sugiere que los anticuerpos
antifosfolipidos perdieron la actividad lupica y que ademas el RIV no inhibe al
FXa. De la misma manera es dificil explicar cdmo algunos pacientes con AL
acortaron su TP después de usar el RIV.

En resumen, el RIV induce cambios en los tiempos de coagulacion de pacientes
con ETV los cuales carecen de relevancia clinica. No obstante, nuestros
resultados demuestran que el RIV no prolonga significativamente los tiempos de
coagulacion como se menciona en la literatura 83 65 66 ni mantiene este efecto
durante el tratamiento. Hay que resaltar que el estudio se basé en el uso de una
sola dosis de RIV (10mg) dejando abierta la posibilidad de realizar otros estudios

evaluando dosis mas altas del anticoagulante.
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11. CONCLUSIONES

1. El uso croénico de RIV (10 mg) en el tratamiento anticoagulante de pacientes
con ETV, no prolonga los tiempos de coagulacion.

2. EI RIV no afecta la funcion hepatica y probablemente, la funcion renal de los
pacientes con ETV, debido a que las pruebas de GGT, ALT, AST, FA, DHL, BD,
BT, Bl y creatinina no mostraron cambios clinicamente relevantes.

3. EI RIV no potencializa el efecto in vitro del AL sobre el TTPa.

4. Los tiempos de coagulacion TP y TTPa, no deben usarse para evaluar el

efecto anticoagulante del RIV en pacientes con ETV.

12. PERSPECTIVAS

1. Determinar en estudios in vitro, si el RIV afecta la actividad otros factores
hemostaticos distintos del FXa, realizando una evaluacion cualitativa y
cuantitativa de los mismos.

2. Determinar si los efectos del RIV en los tiempos de coagulacion de pacientes
con ETV dependen de la dosis del farmaco. Para esto se compararan los tiempos
de coagulacioén de pacientes con ETV tratados con 5, 10, 15y 20 mg de RIV.

3. Determinar si los cambios inducidos por el RIV en los tiempos de coagulacién
dependen de la actividad basal del FX en los pacientes con ETV. Se determinara
la actividad del FX previo al uso del RIV, y en aquellos pacientes con resultados
anormales del FX (FX < 74% de actividad o FX > 130 % de actividad), se
analizara si el uso cronico de RIV afecta los tiempos de coagulacion. De manera
inicial se realizara un estudio retroprolectivo con los resultados obtenidos de esta

tesis.
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13. CONSIDERACIONES ETICAS

Este es un estudio de riesgo minimo por incluir un procedimiento que
habitualmente no se efectua en los pacientes en tratamiento con RIV. Para
asegurar la confidencialidad de la informacién, sélo el investigador responsable
tuvo los datos completos de los resultados obtenidos de cada paciente, por lo
menos hasta que se analicen los datos con la intencion de ser publicados. En
ningun momento, el investigador responsable hizo publico el nhombre de los
pacientes de los cuales provienen las muestras a menos que haya sido una
solicitud de los mismos.

Todos los pacientes recibieron informacion amplia y suficiente acerca de la
investigacion. Todos sin excepcion debieron firmar una carta de consentimiento
informado.

El proyecto fue aprobado por el Comité Local de Investigacion y ética del Hospital
General Regional No.1 Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro del IMSS. Se
siguieron las leyes y normas tanto nacionales como internacionales para
investigacion clinica y aplicada en humanos: Ley General de Salud, articulos 20,

100, 103 y pertinentes; declaracion de Helsinki revisada, codigo de Nuremberg.
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15. ANEXOS

FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS
Tiempo de protrombina (TP)

Es el tiempo en segundos que tarda en coagular un plasma citratado después
de agregar tromboplastina completa con calcio a una temperatura de 37°C y pH

7475

Este ensayo establece la eficacia global de la via extrinseca. Es sensible a los
cambios de los factores V, VIl y X y, en menor medida, del factor I, no es
adecuado para detectar cambios menores en el nivel de fibrindbgeno. Sin
embargo, el tiempo puede resultar anormal ante un nivel de fibrindgeno muy bajo

o ante la presencia de un inhibidor 7°.

Técnica:

1 Enuntubo de 10 x 75 mm, colocar 100uL de plasma control normal, testigo
0 paciente, incubar 3 minutos a 37°C.

2 Adicionar 200uL de tromboplastina calcica (preincubada a 37°C).

3 Mezclar y poner en marcha el cronémetro (mantener en bafio Maria)

4 Levantar periodicamente en tubo del bafo Maria, inclinandolo
delicadamente hasta ver la formacion del coagulo.

5 Detener el crondmetro y registrar el tiempo, repetir para cada muestra.
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Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

Es el tiempo en segundos que tarda en coagular un plasma citratado después
de agregarle tromboplastina parcial con un activador (caolin, silice, acido elagico,

entre otros) y calcio a una temperatura de 37°C y pH 7.47°.

La prueba de TTPa consiste en un analisis no especifico de la via intrinseca. El
TTPa sera prolongado ante cualquier deficiencia que involucre a las vias
intrinseca y comun ademas ante la presenciar de inhibidores. La presencia de
algunos inhibidores terapéuticos de la coagulacién, como la heparina, también
prolonga el TTPa. El TTPa también se prolongara ante la deficiencia de precilicreina
o de HMWK, a menos que la prueba utilice un reactivo que contenga acido elagico
como activador, en ese caso, el TTPA sera normal, incluso ante la ausencia total de

dichos factores’0.
Técnica

1 En un tubo de 10 x 75 mm colocar 100uL de tromboplastina parcial activada y
agregar 100uL de plasma normal, testigo o paciente.

2 Mezclar y colocar en bafio Maria a 37°C 3 minutos.

3 Ainadir 100uL de cloruro de calcio preincubado, mezclar y poner en marcha el
cronémetro.

4 Levantar periddicamente el tubo del bafio Maria, inclinandolo delicadamente
hasta ver la formacion del coagulo.

5 Detener el crondmetro y registrar el tiempo, repetir para cada muestra.
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Tiempo de veneno de vibora Russell diluido (dRVVT)

Este veneno contiene una enzima que activa directamente el factor X, que luego
activa la protrombina en presencia de fosfolipidos, iones de calcio y factor V, La
dilucion del veneno y el fosfolipido hace que la prueba se vuelva especialmente
sensible en la presencia de anticoagulantes Ilupicos y anticuerpos

antifosfolipidos.

En ese caso, un alargamiento del dRVVT puede ser provocado por inhibidores
de fosfolipidos, o bien por deficiencia o anormalidad de los factores Il, V, X, o de

fibrindgeno.

Técnica

1 En un tubo de ensayo de vidrio agregar 100 uL de plasma normal o
paciente a 37°C durante 1 a 2 minutos.

2 Agregar 100uL de veneno de vibora Russell diluido. Mezclar y dejar
durante 30 segundos a 37°C.

3 Adicionar 100uL de cloruro de calcio 25 mM, mezclar y poner en marcha
el cronometro.

4 Levantar periédicamente el tubo del bafo Maria, inclinandolo
delicadamente hasta ver la formacion del coagulo.

5 Detener el cronémetro y registrar el tiempo, repetir para cada muestra.

63



HOJA DE INFORMACION.

Estimado paciente;

Esta carta es para informarle porque le estamos solicitando su ayuda en la elaboracion
del trabajo de investigacion “Efecto del rivaroxaban en los tiempos coagulaciéon de
pacientes con trombosis”. En primer lugar, queremos saber si la dosis de rivaroxaban
que recibe Usted como parte de su tratamiento anticoagulante es la adecuada para
lograr los beneficios clinicos esperados. Esto es muy importante ya que el estudio nos
proporcionara informacion valiosa para saber si Usted tiene un riesgo mayor de sufrir
eventos hemorragicos. En segundo lugar, pero no menos importante, queremos
determinar si el rivaroxaban modifica los resultados de la quimica sanguinea ya que si
esto ocurre asi, la interpretacion de los tiempos de coagulacion no seria la adecuada.
La sangre que Usted donara se obtendra con material completamente nuevo por lo que
no corre ningun riesgo de contraer alguna enfermedad. Asimismo, la cantidad de sangre
que se extraera es minima (10.4 ml, 4 veces en 1 afo) y no debe causar otra molestia
mas que el de la aguja. Los datos que le solicitamos son unicamente con propdsitos de
investigacion y también nos serviran para que en caso de que Usted tenga alguna otra
alteracion, sea informado inmediatamente para que reciba consejo médico. Ninguna de
las muestras que le tomemos sera utilizada para obtener ganancias de ninguna clase,
ya que la informacién que se obtenga de su sangre solo sera utilizada para fines

cientificos y de tratamiento.
Le agradezco de antemano su colaboracion.
ATENTAMENTE.
pBQD. Patricia Cruz Puente.

Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del

Hospital General Regional No.1 Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro del IMSS.
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HOJA DE ACEPTACION

Por medio de este conducto, yo certifico que estoy enterado del estudio denominado
“EFECTO DEL RIVAROXABAN EN LOS TIEMPOS DE COAGULACION DE
PACIENTES CON TROMBOSIS”. Para este estudio se me ha pedido que done 10.4 ml
de sangre 4 veces en 1 afio, en el conocimiento de que el material con que se me
extraiga la sangre es nuevo. Asimismo, se me informé que mi sangre y los resultados
que se obtengan de ella, soélo seran utilizados con fines cientificos y no se les dara
ningun uso comercial. Asimismo, se me informd que, en caso de que yo presente alguna

alteracion en mi sangre, se me dara aviso inmediatamente de ella.

ATENTAMENTE.

Paciente:

Lugar:

Fecha:
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