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1. RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE PARAMETROS DEL ENSAYO DE GENERACIQN DE
TROMBINA EN POBLACION CON TROMBOFILIA EN LA UMAE PEDIATRIA DEL
CMNO.

ANTECEDENTES.

Trombofilia, se define como la predisposicion para la formacion de coagulos
inapropiadamente. Esto puede deberse a factores genéticos (primarios) y adquiridos
(secundarios) o mas comunmente por la interaccion de ambos factores. Dentro de las
trombofilias hereditarias, se encuentran la deficiencia de inhibidores fisiolégicos de la
coagulacion tales como proteina C, proteina S y antitrombina lll; asi como mutacion de
Factor V Leiden con resistencia a la proteina C activada y mutacién de FIl G20210A del
gen de la protrombina. Existen otros genotipos/fenotipos que se asocian a riesgo aditivo
para el desarrollo de trombosis tales como polimorfismos C677T y A1298C de la
enzima metilentetrahidrofolato reductasa, mutaciones en el gen del inhibidor del
activador del plasminégeno-1 causando inhibicion de fibrindlisis y el gen de la enzima
convertidora de angiotensina-1 predisponiendo a hipertension arterial sistémica y
enfermedades cardiovasculares; asi como el grupo sanguineo ABO y niveles
aumentados de Factor VIll de la coagulacion. Dentro de los factores adquiridos se
encuentran fracturas en miembros pélvicos, intervenciones quirdrgicas ortopédicas,
acceso venoso central, hipoxia, patologias como cardiopatias congénitas, neoplasias
malignas, lupus eritematoso sistémico y sindrome antifosfolipidos; entre otras.

En poblacién pediatrica en Estados Unidos de América, la trombosis venosa se
presenta en 1 de 100,000 habitantes; y su frecuencia aumenta con la edad. Siendo la
trombosis la causa mas frecuente de muerte en poblacién adulta, con aproximadamente
dos millones de muertes por afo. Segun el Consenso Mexicano de Tromboembolismo
Venoso 2007; en México, hay 160,000 casos por afo. En cuanto a trombofilia
hereditaria, en pacientes mexicanos con recurrencia de evento trombdtico se ha
reportado resistencia a la proteina C activada entre 2 y 39%. La presencia de la
polimorfismo Fll G20210A del gen de la protrombina en un 16%; sin embargo se estima
que hay un sub registro y pobre busqueda de las causas de trombosis en México.

El 95% de los eventos trombéticos en los nifios tiene al menos un factor
precipitante. Esto hace que su incidencia aumente a 5.3 por cada 10,000 nifios
hospitalizados y a 24 en los ingresados a unidades de cuidados intensivos.

Pese a que la incidencia de trombosis en poblacidén pediatrica es menor que en
poblacién adulta, se ha descrito el riesgo de recurrencia en pacientes con un evento de
trombosis secundaria, estimandose hasta un 4.5% por afio en los primeros dos afios
tras el evento trombdtico inicial. En cuanto a las causas de trombofilia primaria; en
pacientes con deficiencia de antitrombina Il se reporta en la literatura un riesgo de
recurrencia de 3.37%; para la deficiencia de proteina C de hasta 2.53%, deficiencia de
proteina S de 3.76%, para el polimorfismo FIl G20210A en gen de protrombina de
2.15% vy para el Factor V Leiden de 0.77%.

En la actualidad, se carece de métodos de laboratorio adecuados para
monitorizacion de tromboprofilaxis; es por eso que nace la necesidad de este proyecto
de investigaciéon con la finalidad de describir las caracteristicas sociodemograficas y
clinicas de la poblacién a estudiar en torno a la presentacién de eventos trombéticos.



Se realiz6 la determinacion del ensayo de generacion de trombina (EGT) en pacientes
pediatricos con trombofilia primaria y secundaria, con la finalidad de conocer su estado
hemostatico. EI EGT se realiz6 también en poblacién pediatrica sin alteraciones
hemorragicas o trombdticas a efecto de establecer valores en nuestra poblacion que en
un futuro puedan estandarizarse y nos permitan establecer escalas de riesgos. Se
evalué la utilidad de los parametros del EGT para monitorizacion de terapia
farmacolégica instalada, con el objetivo final de incidir en medidas de caracter
preventivo y cambios en modalidad terapéutica de manera oportuna con impacto en la
morbi-mortalidad, calidad de vida y costo institucional.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢, Cuales son los parametros significativos del ensayo de generacion de trombina para
definir el estado hemostatico en pacientes con trombofilia de la UMAE Pediatria del
Centro Médico Nacional de Occidente?.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los parametros del ensayo de generacion de trombina en pacientes con
trombofilia de la UMAE Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente para
determinar su estado hemostatico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion (edad, género,
lugar de residencia) con trombofilia primaria y secundaria.

2. Establecer tipo de evento, edad de presentacion y localizacion de territorio
afectado, recurrencias y/6 secuelas en pacientes con trombofilia primaria y secundaria.
3. Identificar las causas genéticas, fenotipos de riesgo aditivo y/6 factores
adquiridos asociados a evento de trombosis en pacientes con trombofilia.

4. Determinar el estado hemostatico de la poblacion con trombofilia mediante los

parametros del ensayo de generacion de trombina (tiempo de inicio, potencial
enddgeno de trombina, pico e indice de velocidad) en relacion a parametros basicos de
coagulacion (tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcial activada).

5. Comparar los parametros del ensayo de generacion de trombina en pacientes
con trombofilia con 6 sin tratamiento farmacoldgico instalado y su correlacién con
eventos de recurrencia documentados hasta el periodo que comprende el presente
estudio.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Los parametros del ensayo de generacién de trombina en pacientes con trombofilia
primaria y secundaria reflejan su estado hemostatico en relacién a los parametros
basicos de coagulacion (tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcial
activado), asi como respecto al tratamiento farmacoldgico instalado.

MATERIAL Y METODOS.

Tipo de estudio: Transversal y analitico.

Universo de estudio: Pacientes con diagndstico de trombofilia primaria 0 secundaria;
todos ellos diagnosticados en el periodo de 01 de enero del 2010 hasta el 31 de enero
del 2016 que hayan cursado con minimo un evento previo de tromboembolismo en



territorio arterial y/o venoso y que sean atendidos en UMAE Pediatria del Centro Médico
Nacional de Occidente (C.M.N.O).

Lugar donde se desarrollara el estudio: Division de Genética del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO); con apoyo del laboratorio asi como del
servicio de Hematologia IMSS, UMAE Pediatria de C.M.N.O.

Tipo de muestreo: Muestreo no probabilistico

Calculo de tamaino de muestra: No requiere, se realizara por conveniencia segun
censo.

Criterios de inclusién:

o Pacientes con diagndstico de trombofilia primaria establecido por la deficiencia
de los inhibidores fisiolégicos de la coagulacion o la presencia de polimorfismos
protrombdéticos identificados en el CIBO y que se encuentren adscritos a la UMAE
Pediatria del C.M.N.O., IMSS.

o Pacientes con diagnéstico de trombofilia secundaria que cuenten con adscripcién
a la UMAE Pediatria de C.M.N.O., IMSS.
o Pacientes con trombofilia primaria y/é secundaria que acepten la participacion en

el estudio previa firma de consentimiento informado por sus padres o tutores.

Criterios de no inclusion:

o Pacientes con diagnéstico de trombofilia primaria y secundaria que no se haya
podido realizar la evaluacion de los parametros del EGT por problemas técnicos con el
equipo o muestra insuficiente.

ASPECTOS ETICOS.

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

DESARROLLO DEL PROYECTO.

Una vez seleccionados los pacientes; previa firma de autorizacion de
consentimiento informado por sus padres o tutores, se aplicé un cuestionario elaborado
por el investigador para recoleccion de datos sociodemograficos y caracteristicas
clinicas en torno al evento de trombosis. Posteriormente bajo asepsia y antisepsia se
realizara extracciéon de muestras sanguineas mediante venopuncién con recoleccion de
tres tubos con citrato de sodio 109 mM con 4.5 ml de sangre por tubo: uno para la
valoracion de tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcial activada (TP,
TTPa) y FVIII:C; y dos para la obtencién de plasma pobre en plaquetas para la
realizacion de la prueba de generacion de trombina. Se tomaron dos tubos mas de 5
mL cada uno con anticoagulante EDTA para la realizacion de citometria hematica con



recuento plaquetario, determinacion de grupo sanguineo ABO y obtencion de DNA para
obtener el perfil de marcadores protrombdéticos de no contarse con él previamente.

Se realiz6 el analisis de generacion de trombina mediante el ensayo de
trombografia calibrada automatizada. La trombina generada fue monitoreada sobre el
tiempo utilizando un sustrato fluorogénico, y el trombograma producido midié varios
parametros incluyendo el tiempo de inicio (Lagtime), potencial endégeno de trombina
(ETP) y pico (Peak). Para la obtencion de los valores de referencia en poblacién
pediatrica se incluyeron muestras de plasma de 15 pacientes pareados por edad y
genero que cuenten con derechohabiencia y que no cursen actualmente con condicion
subyacente de enfermedad (se elegieron aquellos con diagnostico de neoplasia
hematolégica previa con mas de 5 afios de vigilancia, es decir curados). Este pool de
plasmas se obtuvo cuando acudieron a realizacion de examenes de escrutinio
programados; con previa firma de autorizacion de consentimiento informado; mediante
venopuncion previo asepsia y antisepsia con toma de 3 tubos con citrato con aprox 4.5
ml de sangre en cada tubo, para determinacion de parametros de ensayo de
generacion de trombina.

Posteriormente se analizaron los resultados obtenidos mediante el ensayo con
los obtenidos con el panel basico de coagulacién (TP y TTPa); asi mismo se
compararon los valores de pacientes con o sin tratamiento farmacoldgico instalado.

RECURSOS E INFRAESTRUCTURA.

Recursos fisicos: Laboratorio de Hemostasia y Trombosis de la Division de Genética
del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) y Laboratorio de
Hematologia en IMSS U.M.A.E. Hospital de Pediatria, C.M.N.O. Recursos materiales:
Computadora, hojas, boligrafos, impresora, fotocopias. Equipo para realizacion de
prueba de generacion de trombina (centrifuga, congelador, incubadora, fluorémetro,
software para analisis de datos, kits de reactivos para plasma pobre en plaquetas).
Recursos financieros: Se llevara a cabo con recursos del Laboratorio de Hemostasia
y Trombosis de la Division de Genética del Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente. Recursos humanos: Médico residente de 2do afo Subespecialidad en
Hematologia Pediatrica en IMSS U.M.A.E. Pediatria, C.M.N.O y Dra. en Ciencias
adscrita al Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS.

RESULTADOS Y ANALISIS.

Se documenté trombofilia primaria en el 18.1% de los pacientes, de los cuales
dos tuvieron mutacién heterocigota para FVL y dos para FI120210A. En el 50.2% de la
poblacién no se identificé ningun factor genético o primario. El resto 31.7% mostro
genotipo de “riesgo” tales como homocigoto mutante para ECA-1 en cinco pacientes y
dos pacientes con mutaciéon doble heterocigoto para MTHFR C677T y A1298C. En
cuanto a la localizacion la mayor parte fueron eventos arteriales con predominio de
afeccion cerebral en un 54.5%, seguidos de la trombosis en miembros pélvicos en un
27.3%. No hubo asociacion estadisticamente significativa en pacientes con hemotipo no
“O” y niveles de factor VIII por arriba del percentil 90 (>150% de actividad) con un valor
de 0.417 con prueba exacta de Fisher.

Los factores adquiridos se encontraron presentes en el 54.5%, siendo el principal
la cardiopatia congénita en un 40.9%.



En relacién a grupos de tratamiento, un 45.5% no contaba con medicacion, el 31.8% en
manejo con anticoagulantes tipo antagonista de vitamina K (AVK) y heparina de bajo
peso molecular. Se aplicé andlisis de regresion lineal para comparar valores de media
de ETP en dos grupos especificos: pacientes con manejo con AVK con pacientes en
manejo con antiagregantes plaquetarios; asi como el grupo sin tratamiento con AVK
obteniendo significancia estadistica con un valor de p=0.001 y p=0.016,
respectivamente

CONCLUSIONES.

Los parametros del ensayo de generacion de trombina: ETP y lagtime tuvieron
un valor de p con significancia estadistica (p=0.0001 y p=0.009) por lo que resultan
utiles para la evaluacion de la capacidad hemostatica del paciente. El valor de ETP en
base a 100% de plasma normal para pacientes pediatricos, ofrece diferencias
significativas en el analisis intergrupos en cuanto a distintos tipos de tratamiento; por lo
que el ensayo de generacion de trombina ofrece ser una herramienta potencialmente
util para la monitorizaciéon de tromboprofilaxis.

EXPERIENCIA DEL GRUPO. Las doctoras en ciencias, Ana Rebeca Jaloma Cruz e
Hilda Luna Zaizar, (Asesoras en Metodologia) con amplia experiencia en el diagndstico
de trastornos genéticos y pruebas funcionales de la hemostasia y trombosis, cuentan
con publicaciones recientes en torno a Ensayo de Generacion de Trombina.
Departamento Hematologia, UMAE Pediatria, C.M.N.O, IMSS con Profesor Titular en
Subespecialidad Hematologia Pediatrica, Dra. Janet Soto Padilla con amplia
experiencia por mas de 15 afios en rubro de trombofilias. Médico residente de 2do afo
Hematologia Pediatrica, Dra. Damaris Gpe. Martinez Cruz, Tesista.



2. ANTECEDENTES

2.1 INTRODUCCION.

El término trombosis hace referencia al proceso de formacién o la presencia de
un coagulo que afecta la circulacidn sanguinea, arterial o venosa. De este trombo
pueden desprenderse fragmentos (émbolos) que pueden viajar a la circulacién y ocluir
vasos sanguineos a distancia.’

Trombofilia, se define como la predisposicion para la formacion de coagulos
inapropiadamente. La predisposicion para la formacion de coagulos puede deberse a
factores genéticos (hereditarios ¢ primarios), adquiridos (secundarios) o mas
comuinmente por la interaccion de ambos factores.? Los individuos afectados pueden
presentar eventos de manera recurrente.’

Dentro de las trombofilias hereditarias, se encuentran la deficiencia de
inhibidores fisiolégicos de la coagulacion tales como proteina C, proteina S y
antitrombina lll; asi como mutaciéon Factor V Leiden con resistencia a la proteina C
activada y mutacion FIl G20210A del gen de la protrombina.?

Los factores de riesgo para el desarrollo de trombosis (generalmente en territorio
venoso) estan asociados a dafio tisular y estasis como por ejemplo en traumatismo
vascular, obesidad morbida, intervenciones quirurgicas ortopédicas, inmovilizacidon
prolongada, sedentarismo, fracturas en miembros pélvicos, farmacos (L-asparaginasa,
talidomida, anticonceptivos orales), acceso venoso central, eventos de hipoxia,
cardiopatias congénitas, enfermedades sistémicas tales como neoplasias malignas
hematolégicas o no hematologicas, hemoglobinuria paroxistica nocturna, sindrome
nefrético, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso generalizado, sindrome
antifosfolipidos, asi como condiciones fisioldgicas tales como el embarazo y
puerperio.®*

La trombosis en territorio arterial usualmente ocurre asociada con enfermedad
vascular preexistente, principalmente ateroesclerosis, en donde la lesién endotelial y la
activacion plaquetaria son los factores mas importantes en su fisiopatologia. Esta

afeccién es mas frecuente en poblacién adulta.’



A pesar del impacto sobre los sistemas de salud, la enfermedad tromboembdlica
venosa es una entidad mal reconocida, ya que la percepcion acerca de este problema
es muy baja entre la sociedad, los médicos y las instituciones de salud tanto publica
como privada de casi todos los paises. Esta patologia puede llegar a ser silente en un
70% de los casos lo que hace mas dificil su sospecha diagndstica; por ello la necesidad
de aplicacién de pruebas sensibles que determinen el estado hemostatico del paciente
que nos orienten al riesgo de presentar eventos tromboéticos de primera vez ante un
paciente con factores de riesgo 0 que nos sugieran un riesgo de recurrencia en aquellos
que previamente hayan cursado con algun evento trombético asociado a alguna
alteracidén genética identificada 6 a factores adquiridos; con la finalidad de incidir en
medidas profilacticas oportunas con impacto en la morbi-mortalidad, calidad de vida y

costo institucional.®

2.2 EPIDEMIOLOGIA.

La trombosis ha tenido un incremento notable como causa de morbi-mortalidad
en el mundo moderno debido a la adquisicion de factores de riesgo que se consideran
condiciones de la vida moderna. Esta puede afectar a todos los grupos etarios. Siendo
mas comun la trombosis venosa en personas menores de 40 afios."

Existen diferencias en la incidencia de algunos tipos de trombofilia hereditaria en
cuanto a caracteristicas geograficas y socioculturales de la poblacién; por ejemplo la
poblacién aborigen tiene mas baja incidencia que la poblacion mestiza o caucasica.’

En poblacién pediatrica en Estados Unidos de América, la trombosis venosa se
presenta en 1 de 100 000 habitantes; y su frecuencia aumenta con la edad.? Siendo la
trombosis la causa mas frecuente de muerte en poblacion adulta con aproximadamente
dos millones de muertes por afio."

En Espania, la incidencia de eventos trombéticos en la poblacion infantil es menor
que en la poblacion adulta, de 0.07 vs 10 eventos por cada 10,000 mil individuos.’

En Argentina, la tasa anual de trombosis en pediatria va de 0.07-0.14/10mil hasta
21.9 por cada 10,000 individuos, con un aumento de 3 a 10 veces su frecuencia en los
ultimos 15 afios. La mortalidad pediatrica atribuible a trombosis se describe en un 2.2%

y la recurrencia se ha estimado en 3% de los neonatos y en un 8.1% de los nifios.”



Segun el Consenso Mexicano de Tromboembolismo Venoso 2007; en México,
hay 160, 000 casos por afno; 43% se complican con tromboembolia pulmonar y éstos
tienen una mortalidad de hasta 28%.

En cuanto a trombofilia hereditaria, en pacientes mexicanos con recurrencia de
evento trombotico se ha reportado resistencia a la proteina C activada entre 2 y 39%.
La presencia del polimorfismo FlIl G20210A del gen de la protrombina en un 16%; sin
embargo se estima que hay un sub registro y pobre busqueda de las causas de

trombosis en México.®

2.3 TROMBOFILIA EN POBLACION PEDIATRICA.

El 95% de los eventos trombdticos en los nifios tiene al menos un factor
precipitante.” Esto hace que la incidencia de eventos trombéticos en nifios aumente a
5.3 por cada 10 000 nifios hospitalizados y 24 de los ingresados en unidades de
cuidados intensivos.®

La afeccion puede ser tanto venosa como en territorio arterial; el trombo venoso
se presenta en condiciones de flujo lento o estancamiento; esta compuesto por fibrina y
eritrocitos, constituye una masa friable “trombo rojo” que ocasiona oclusién venosa;
pero su principal problema es la embolizacién.® Las localizaciones mas frecuentes son
la trombosis de la vena renal y la vena cava. Otras localizaciones son trombosis de
senos cavernosos, trombosis portal y mesentérica.’

Los embolismos arteriales como su nombre lo dice ocurren en arterias, por las
que la sangre circula a gran velocidad y a una gran presion. El trombo arterial esta
formado principalmente por plaquetas agregadas reforzadas por hilos de fibrina, lo que
le da el aspecto tipico de "trombo blanco". Esta afeccién es menos frecuente y
generalmente se encuentra asociada a condiciones de turbulencia e hiperviscosidad
secundarias al uso de catéteres, cardiopatias congénitas 6 fendmenos de
aterosclerosis. Los sitios mas afectados en poblacién pediatrica, son las arterias
intracraneales, que se manifiestan como accidentes isquémicos transitorios o
accidentes vasculares cerebrales establecidos, asi como las que afectan las

extremidades periféricas y las arterias coronarias.’®



Las causas de trombofilia pueden ser primarias (hereditarias) las cuales estan
asociadas a un factor genético predisponente, 6 secundarias (adquiridas) las cuales
corresponden a una serie de trastornos en los que existe mayor riesgo de trombosis por
otros mecanismos en los que no hay un defecto genético identificado de origen, es decir

se deben a factores de riesgo adquiridos.’

2.3.1 Trombofilia Primaria.

La prevalencia de trombofilia primaria en nifios con trombosis varia de hasta un
10% a un 78%; y hasta en un 60% en adolescentes.” Dentro de éstas, la deficiencia de
antitrombina Il (AT Ill) fue la primera causa de trombofilia primaria descrita, en 1965.
Para la décadas de los 80’s, se identificaron ademas la deficiencia de proteina C y
proteina S."° Otros marcadores genéticos ampliamente estudiados e identificados como
claros causantes de trombofilia primaria, son la mutacion G1691A del gen del factor V
denominada Factor V Leiden 6 FV Leiden y el polimorfismo G20210A del gen de la
protrombina, identificada como FIl G20210A."% "'

Se han descrito otros factores fisioldgicos asociados con un incremento en la
coagulacion como el grupo sanguineo ABO y los niveles elevados de Factor VIII.
Existen diversas investigaciones de otros polimorfismos que pudiesen tener efecto
protrombético y ser considerados también como factores de riesgo como lo son los
polimorfismos C677T y A1298C de la MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa)
condicionantes de homocisteinemia y con ello formacion del ateroma y riesgo de
trombosis arterial, el gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) que
causa inhibicién de la fibrindlisis y el gen de la enzima convertidora de angiotensina-1
(ECA-1) que predispone a hipertension arterial sistémica y enfermedades

cardiovasculares.' 12

La mutacién C677T del gen de la enzima 5,10 Metilentetrahidrofolato Reductasa,
asi como la coexistencia con la mutacion A1298C en el mismo gen previamente
indicada son consideradas como factores predisponentes a trombofilia.'? Sin embargo
en otros estudios recientes no se ha demostrado como claro causante de trombofilia y

se ha generado controversia."



2.3.1.1 Deficiencia de antitrombina Ill (AT IlI).

La antitrombina es un importante anticoagulante natural de sintesis hepatica y
actua como inhibidor fisioloégico de proteinasas que participan en la coagulacion
sanguinea; principalmente de la trombina y los factores Xa, IXa y Xla. ¥

El déficit de AT Illl presenta una herencia autosbmica dominante; prevalece en
<2% de la poblacién general.8 Clinicamente, produce trombosis en edades tempranas
de la vida; a los 25-35 anos, el 50% de los afectados han presentado algun episodio de
trombosis.

Los pacientes en su mayoria son heterocigotos y presentan valores de AT Il
entre 40 y 70 % de la cifra normal; pueden ser tipo |, con disminucién de la actividad y
del valor antigénico; o tipo Il, donde unicamente tienen disminucion de la actividad. La
prevalencia en pacientes que han presentado enfermedad tromboembdlica venosa es
de 1 a7 %. Se reporta en la literatura en estos pacientes un riesgo de cinco a ocho
veces mayor de presentar evento trombdético comparado con la poblacién general y un

riesgo de recurrencia de eventos de hasta un 3.37%.%%™

2.3.1.2 Deficiencia de proteina C.

La proteina C es una serinproteasa vitamina K dependiente con propiedades
anticoagulantes que circula en forma de zimdgeno; es activada en la superficie
endotelial de la microcirculacion por el complejo trombina/trombomodulina. La proteina
C activada junto con su cofactor, la proteina S, inhiben a los factores procoagulantes:
FVa y FVllla, con impacto en la produccion de trombina. Ademas, de la supresion de la
generacion de trombina, la proteina C activa el sistema de fibrindlisis; por lo tanto la
deficiencia de proteina C esta asociada al desarrollo de eventos tromboticos.''® Su
frecuencia en poblacion general corresponde a menos de 0.5% y en pacientes con
evento trombaético a un 3%. El riesgo de trombosis es dos a cinco veces mayor sobre la
poblacion general y el riesgo de recurrencia en estos pacientes es de 2.53%.%8%"3

Esta patologia se hereda de forma autosémica dominante con penetrancia
incompleta y se han descrito mas de 150 mutaciones. Los pacientes heterocigotos
presentan un 50% del valor normal y desarrollan complicaciones en la etapa de adultez

joven o cursan asintomaticos. Pacientes homocigotos, son extremadamente raros y



ponen en riesgo la vida con inicio en la etapa neonatal con clinica de purpura fulminante

y coagulacion intravascular diseminada.'®

2.3.1.3 Deficiencia de proteina S.

La proteina S, es una glucoproteina plasmatica sintetizada en el higado,
endotelio, megacariocitos y células de Leydig testiculares. La vitamina K también es
necesaria para su sintesis. Es cofactor de la proteina C activa para la degradacion de
los factores Va y Vllla. Se cree que también podria producir una inhibicién directa del
complejo Xasa (IXa-Vllla) y protrombinasa (Xa-Va), independiente de la union al
C4bBP.""®

Su prevalencia es de 0.03% en la poblacion general y del 2% en los pacientes
con trombosis; representa un riesgo de trombosis de dos a cinco veces mayor que la

poblacién general y con un riesgo de recurrencia de 3.76%.%°

Existen distintos tipos de acuerdo a su deficiencia cuantitativa y cualitativa, de tal
manera que en la tipo | existe una disminucién de proteina S total, libre y funcional
siendo la edad de 30-35 afos en la que se suele presentar el primer evento de
trombosis; en la tipo Il existe una alteracién funcional con edad de presentacion habitual
entre los 50 a 55 anos; y en la tipo Ill con una proteina S total normal y una proteina S
libre y funcional disminuidas. El déficit tipo Il, en realidad, no corresponde a alteraciones
en la proteina S sino al fendmeno plasmatico denominado resistencia a la proteina C
activada, causado mayoritariamente por la mutacion FV Leiden, o por la presencia de

anticoagulante ltpico.""'®

2.3.1.4 Mutacion de FV Leiden.

La prevalencia de mutacion de factor V Leiden (FV Leiden) es de 3-7% y éstos
pacientes presentan un riesgo de recurrencia de 0.77%.° La mutacion FV Leiden ocurre
en el exéon 10 del gen del factor V (1691 G>A), con la sustitucion en la proteina de
arginina 506 por glutamina, lo cual ocasiona una resistencia a la accién de la proteina C
activada. El factor V es el cofactor del factor Xa que actua sobre la protrombina para
transformarla en trombina (fase exponencial de la producciéon de trombina)

Preferentemente, esta mutacién se encuentra en poblaciéon caucasica (15 %) y su



frecuencia es mas baja en el sur de Europa (2 a 3 %). En pacientes con un evento
trombdtico se encuentra en 15 a 18 %. El riesgo trombético en pacientes heterocigotos
es 6.4 veces mayor que en la poblacion general. Hay una incidencia elevada de
trombosis de 40 a 80 % en pacientes homocigotos.3'*1°

En general, las deficiencias de AT lll, deficiencias en proteina C y S asi como la
deficiencia de FV Leiden, parecen no estar fuertemente asociados a la aparicién de

tromboembolismo en territorio arterial.™

2.3.1.5 Mutacion Fll G20210A.

La mutacion G20210A de protrombina (FIl G20210A) tiene una prevalencia que
varia del 0.5 al 4%; siendo mas frecuente en el sur de Europa. Se reporta un riesgo de
recurrencia en estos pacientes de 2.15%.%° El gen de la protrombina esta localizado en
el cromosoma 11 en la posicion 11p11-g12. Tiene una longitud de 21 Kb e incluye 14
exones y secuencias reguladoras no codificantes.?® La mutacién FIl 20210A es una
variante del gen de la protrombina asociada con un aumento del riesgo de trombosis, se
localiza en la region 3’-no codificante (3’'UTR) de este gen y consiste en la sustitucion
del nucleétido G por el nucledtido A en la posicién 20210.22 El alelo 20210A esta
asociado a niveles de protrombina elevados en plasma, como resultado final de la
acumulacién del RNAm atribuible a su mayor vida media por efecto de este cambio
genético. Una elevada concentraciéon de protrombina en plasma es por si misma un
riesgo de factor de trombosis venosa.?

En pacientes con evento trombético previo, la prevalencia es de 5 a 18% vy el
riesgo trombotico es 3.1 veces mayor que en la poblacion general. Esta mutacion se ha
descrito acompanada de la mutacion del FV Leiden; estos pacientes tienen un riesgo 20

veces mayor que los pacientes sin esta combinacion.®

2.3.2 Otros genotipos/fenotipos de riesgo aditivo para desarrollo de trombosis.
Existen en la literatura otros genotipos descritos que se consideran como

factores de riesgo aditivo para el desarrollo de eventos de trombosis, tales como

mutaciones en el gen de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),

mutaciones en gen del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) y en el gen de



la enzima convertidora de angiotensina-1 (ECA-1); asi como condiciones fisiologicas

tales como grupo sanguineo ABO vy niveles elevados de Factor VIl de la coagulacién.

2.3.2.1 Mutaciones del gen de la enzima 5,10 Metilentetrahidrofolato Reductasa
(MTHFR).

La enzima MTHFR participa en el metabolismo de la homocisteina. Se han
descrito dos mutaciones (C677T y A1298C) a nivel del gen que codifica esta enzima
con predisposicidn a eventos de trombosis."

En la poblacion caucasica, la incidencia de la mutacion C677T en MTHFR es de
aproximadamente 40% para estados heterocigotos, y de 10% para homocigotos. Esta
mutacién se origina en el exon 4 del gen de la MTHFR con la sustitucion de una citosina
por timina en el nucledtido 677 que resulta en una variante termolabil con disminucion
de su actividad enzimatica, causando la inhibicion de la remetilacion de la homocisteina
a metionina con un subsecuente estado de hiperhomocisteinemia en plasma y una
disminucién de folatos.?*%*

Estudios diversos han demostrado que la homocisteina puede ejercer una
variedad de efectos para promover la trombosis y enfermedad cardiovascular,
incluyendo el aumento de la expresion de moléculas de adhesion, citocinas, factor
tisular e inhibicion de fibrindlisis asi como interrupcién del metabolismo del éxido nitrico
con aumento en la agregacion plaquetaria.®®

Existen informes de que los pacientes trombofilicos mexicanos que son
portadores de estados hetero u homocigotos para la mutacion C677T en MTHFR, no
expresan un aumento de homocisteina plasmatica; y en los casos que las
concentraciones de homocisteina fueran elevadas (principalmente en personas
homocigotas) éstas pudieran ser resultado de la coexistencia de la deficiencia de
vitaminas, tales como la B12 y acido folico también implicados en su metabolismo; sin
embargo esta informacién no descarta la participacion primaria de la mutacién C677T
en MTHFR en la patogenia de la trombosis. %2

La segunda mutacion es la A1298C; variante genética que corresponde a un
cambio de adenosina por citosina en el exén 7 nucledtido 1298 de la MTHFR. Esta se

presenta hasta en un 10% estado homocigoto en poblacion canadiense; sin embargo



en México existen pocos reportes de investigacion en cuanto a esta mutacion.’ Este
polimorfismo se asocia también a una disminucidn en la actividad enzimatica de
MTHFR con aumento de homocisteina en plasma pero sin disminucion en los niveles de
folatos.?> 24

El estado heterocigoto para las mutaciones C677T y A1298C, se presenta
aproximadamente en un 15% de los individuos; asociados también a aumentos de

niveles plasmaticos de homocisteina y eventos de trombofilia.">?

2.3.2.2 Polimorfismo en gen del inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1
5G/4G).

El inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) es una glicoproteina
compuesta de 379 aminoacidos con un peso molecular de 48 kDa, y es considerada
como el principal inhibidor de la fibrindlisis. Es producido por las células endoteliales y
ademas cuando las plaquetas son estimuladas por trombina, PAI-1 es liberado sobre su
superficie, protegiendo el coagulo de una lisis prematura. Este mecanismo causa un
rapido incremento local de la concentracion de PAI-1 en circulacion, el cual se une
rapidamente al activador tisular del plasminégeno (tPA) y al activador del plasmindgeno
tipo urocinasa (uPA), evitando que el plasminégeno se convierta en plasmina,
condicionando asi a un estado hipofibrinolitico.?®°

El gen humano de PAI-1 se encuentra en el cromosoma siete (7g21.3-g22). El
polimorfismo (5G/4G) esta definido por la insercién/delecién de un nucledtido “guanina”
(G) localizado en la regién promotora (PAI-1 5G/4G), 675 pares de base “rio arriba” del
sitio de transcripcion teniendo una secuencia de 4 o 5 nucledtidos de guanina el cual
muestra una importante funcionalidad, ya que en los casos donde esta presente el alelo
4G o el genotipo 4G/4G se ha observado un aumento en la actividad sérica de PAI-1.%°

Los individuos homocigotos para el alelo 4G presentan un 25% mas de
concentracion del PAI-1 al compararlos con los que poseen el genotipo 5G5G, lo cual
favorece una disminucién en la actividad del sistema fibrinolitico con tendencia a

eventos tromboticos.?®



2.3.2.3 Polimorfismo en gen de la enzima convertidora de angiotensina-1 (ECA-1)

La enzima convertidora de angiotensina-1, es una metalopeptidasa dependiente
de zinc y cloro como cofactores que se encuentra predominantemente en las células del
endotelio vascular, juega un rol importante en la homeostasis circulatoria ya que
cataliza la conversibn de angiotensina | a angiotensina Il con inactivacion de
bradiquinina. La angiotensina II, es un potente vasopresor que se relaciona
directamente con el control de retencion del sodio y agua, ademas de actuar como
mediador de efectos proinflamatorios vasculares, al estimular la expresion de moléculas
de adhesion como la E-Selectina, la VCAM-1 e ICAM-1 y de otras moléculas
proinflamatorias.*

El gen de la ECA humana se localiza en el cromosoma 17. En 1990, Rigat y
colaboradores describieron un polimorfismo en dicho gen que consistia en insercion (l)
o delecion (D) de un fragmento de 287 pares de bases en el intron 16 (ECA-1 I/D int16),
con la particularidad de que dicho polimorfismo explicaba un 47% de la variabilidad
fenotipica de ECA plasmatica. Concretamente, se vio que el alelo D se asociaba a
niveles plasmaticos de ECA aumentados lo que predispone a problemas de
hipertension y enfermedad coronaria. El genotipo DD ha demostrado generar niveles
mas elevados que el I/D o el I/l, estudios recientes sugieren que el genotipo DD puede
estar asociado con un mayor riesgo de enfermedad coronaria. Una elevada producciéon
del inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) y un incremento en la
agregabilidad de las plaquetas puede explicar el alto riesgo de trombosis coronaria en

sujetos con altos niveles de ECA %%

2.3.2.4 Grupo sanguineo ABO.

Se conoce desde finales de los afios sesenta que los portadores del grupo
sanguineo distinto de O presentan un riesgo entre 2 a 4 veces superior de padecer
eventos tromboticos. Esta relacidon se ha establecido a través de la asociacion
observada entre el grupo ABO vy los niveles de factor VIII asi como los niveles de factor
de von Willebrand.??3?

Segun Mendéz-Santillan, E; 2004 la frecuencia de grupos sanguineos ABO en

México es de 63% hemotipo O y de 37% para hemotipo distino a O.



2.3.2.5 Aumento de factor VIII.

El factor VIl es un importante cofactor en la activacion del factor X. Su
deficiencia produce la hemofilia A, una grave enfermedad hemorragica. Los niveles
elevados de factor VIll se han asociado con el incremento del riesgo de trombosis
venosa y a eventos de recurrencia. Los pacientes con niveles por encima del percentil
90 de la poblacion normal (>150% de FVIII:C) muestran un incremento del riesgo de
trombosis entre 3-5 veces. Existen algunas condiciones fisiolégicas o patologicas que
se relacionan con un aumento de factor VIIl de manera adquirida tales como en

enfermedades inflamatorias, hepatopatias, y embarazo.®*

2.3.3 Trombofilia Secundaria.

Como se describié previamente; en este rubro entran las condiciones
predisponentes a eventos trombaéticos que salen fuera de una causa genéticamente
identificada. La importancia de éstos casos radica en el riesgo de recurrencia que se
estima de 4.5% por afio en los primeros dos afios tras el evento inicial.™

La mayoria de los casos de enfermedad tromboembdlica venosa que ocurren en
pacientes mayores de 50 afos de edad se encuentran asociadas a factores de riesgo
adquiridos tales como obesidad mérbida, intervenciones quirurgicas ortopédicas,
inmovilizacién prolongada, traumatismo vascular, sedentarismo, fracturas en miembros
pélvicos, farmacos (L-asparaginasa, talidomida, anticonceptivos orales), acceso venoso
central, eventos de hipoxia, cardiopatias congénitas, enfermedades sistémicas tales
como neoplasias malignas hematolégicas o no hematologicas, hemoglobinuria
paroxistica nocturna, sindrome nefrético, enfermedad infamatoria intestinal, lupus
eritematoso generalizado, sindrome antifosfolipidos, asi como condiciones fisiologicas
tales como el embarazo y puerperio.>*

Dentro de las causas mas comunes en poblacion pediatrica se encuentra la
presencia de anticuerpos antifosfolipidos (anticoagulante Ilupico y anticuerpos
anticardiolipinas). De los pacientes portadores del sindrome antifosfolipido, 20 a 30%
tienen trombosis arterial o venosa y 14 a 29%, recurrencia en menos de cuatro afios. La

presencia de anticuerpos antifosfolipidos confiere un riesgo relativo de 10.5 veces para



evento trombatico. Se ha identificado una prevalencia de anticuerpos antifosfolipidos en

pacientes con trombosis de 4 a 21%.8

2.4 ENSAYOS DE GENERACION DE TROMBINA

Como se describié previamente, la deficiencia de las proteinas anticoagulantes
naturales tales como la AT-Ill, proteina C y S dan como resultado un desequilibrio en la
cascada de coagulacion con predisposicion de estados pro-tromboéticos por incremento
en la generacion de trombina.’

La trombina, es una molécula central en el mecanismo hemostatico que incluye
actividades pro y anticoagulantes y efectos pro-inflamatorios. La generacién de
trombina, es una prueba de la capacidad hemostatica de la sangre como 6rgano aislado
(plasma); por lo que se considera una herramienta potencialmente util que puede ser
aplicada para el diagndstico y monitoreo de anormalidades hemostaticas.>>* A
diferencia de los tiempos de coagulacion tradicionales 6 panel basico de coagulacién
(tiempo de protrombina “TP” y tiempo de tromboplastina parcial activada “TTPa”), los
cuales sélo valoran menos del 5% de total del potencial de trombina, los ensayos de
generacion de trombina pueden ser utiles en la deteccion de tendencia trombdtica
debido a que mayor generacion de trombina (mas del 95%) ocurre posterior a la
formacién inicial de fibrina.®"-3®

La generacién de trombina puede ser medida por diferentes técnicas de
laboratorio, éstas incluyen la medicion de productos que son consecuencia de la
generacion de trombina, como lo son los productos de degradacion de fibrina (dimero-
D). Aunque el dimero D ha mostrado ser una prueba altamente sensible, con un buen
valor predictivo negativo para enfermedad tromboembolica venosa, su especificidad es
baja. La utilidad del dimero D como marcador prondstico de hipercoagulabilidad no ha
sido bien definida.*>%

Con el paso de los afios; se han desarrollado distintas pruebas para medir
generacion de trombina; las versiones iniciales datan desde los afios 50’s con técnicas
laboriosas y pobremente estandarizadas. La generacion de trombina en plasma rico en
plaquetas (PRP) o plasma pobre en plaquetas (PPP) se realizaba manualmente con un

método sumamente laborioso de submuestreo con un primer tubo de la muestra del



plasma contra otro que tuviera ademas fibrinbgeno. La generacion de trombina
entonces fue determinada por el tiempo de formacion del coagulo en el tubo que
contenia fibrinbgeno y se comparaba con un estandar conocido.***° En los afios 80’s y
90’s; los ensayos para determinar generacion de trombina tuvieron modificaciones tales
como la desfibrinacion de la muestra de plasma y la incorporaciéon de un sustrato
cromogeénico, eliminando la necesidad de una submuestra y con ello se incremento su
precision. Posteriormente se utilizaron sustratos fluorogénicos que permitieron la
continua medicion de la actividad de la trombina, eliminando la necesidad de
desfibrinacion de las muestras de plasma y permitiendo la medicion del plasma que
contuviera plaquetas.®*’

La capacidad del plasma para generar trombina se refleja en la curva de
generacion de trombina (trombograma) y particularmente en el potencial enddégeno de
trombina que corresponde al area bajo la curva de generacion de trombina y medida
directa de su “trabajo enzimatico”. El ensayo actualmente disponible, la trombografia
calibrada automatizada (CAT; por sus siglas en inglés), permite una prueba rutinaria
cuantitativamente correcta de la medicion de la curva de generacidén de trombina a bajo
costo y alto rendimiento.>®

Los ensayos CAT se ejecutan en microplacas de 96 pocillos, en un fluorémetro
comercial equipado con el software necesario; estos son detonados por la adicién de
factor tisular al plasma pobre en plaquetas o plasma rico en plaquetas. La trombina
generada es monitoreada sobre el tiempo utilizando un sustrato fluorogénico, que se
afade al plasma, al ser escindido por la trombina, libera un producto fluorescente; este
se ha reportado como un ensayo mas sensible para determinar el incremento de la
generacion de trombina en pacientes con enfermedad tromboembdlica venosa.>® Estos
ensayos proporcionan un trombograma (Figura 1) el cual mide varios parametros
incluyendo: 1) el tiempo de inicio (“Lagtime”, tiempo para la formacion inicial de la
trombina), 2) pico de trombina (“Peak”, concentracién mas alta de trombina alcanzada
durante el curso de la generacion e inhibicion de trombina y se expresa como el grado
maximo de incremento en la senal fluorescente (Unidades de Fluorescencia por minuto,
UF/min), 3) el potencial endégeno de trombina (“ETP= endogenous thrombin potential,

total de trombina formada dentro de un cierto periodo conocida como area bajo la curva



expresada en nMemin), 4) el tiempo al pico es el tiempo cuando se observa la mas alta
actividad de trombina y 5) el indice de velocidad de formacion de trombina (Velocity
index, expresado en nMemin) se puede calcular al dividir el pico de trombina entre la
diferencia del tiempo al pico y el tiempo de inicio (Figura 2).

El ensayo de generacion de trombina tiene una imprecision de 2.5-4%. La
variabilidad individual en sujetos normales es de 5%.%

Los valores de los componentes del trombograma varian segun el uso de PPP o
PRP. En un estudio en poblacion adulta por Hemker y cols en el 2003 se arrojé un valor
para potencial endégeno de trombina de 1,870 nMemin (con desviacion estandar de
284), tiempo de inicio de 3.1 min (desviacion estandar de 1.4 min) y pico maximo de
458 nM (con desviaciéon estandar de 60 nM) con el uso de plasma pobre en plaquetas; y
los valores para potencial endégeno de trombina de 1,648 nMemin (con desviacidon
estandar de 315), tiempo de inicio de 8.1 min (desviacion estandar de 1.9 min) y pico
maximo de 118 nM (con desviacion estandar de 41 nM) con el uso de plasma rico en
plaquetas.®®

El monitoreo del trombograma permite detectar un evento de trombosis en curso,
detectar riesgo incrementado de trombosis, monitorear el tratamiento antitrombdtico,

detectar trastornos hemorragicos y monitorear su tratamiento y profilaxis.>°
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Figura 1.- Trombogramas. Linea continua: plasma pobre en plaquetas (PPP) al
que se le ha afnadido factor tisular y fosfolipidos, tiempo de coagulaciéon 3.5 min. Linea
punteada: plasma rico en plaquetas (PRP) al que sélo se le ha afiadido factor tisular;

tiempo de coagulacién 9.5 min. Tomado de Hemker y Jaloma, 2012 (35).



Existe evidencia en la literatura que sugiere que la medicion de la generacion de
trombina puede ser de utilidad para identificar pacientes en riesgo de su primer evento
de trombosis y/o eventos recurrentes. En un estudio prospectivo de 861 pacientes con
su primer evento espontdaneo de enfermedad tromboembdlica venosa, fueron
determinados el dimero D y el potencial endogeno de trombina después de suspender
la terapia anticoagulante. De éstos, 130 pacientes (15.1%) tuvo recurrencia, con un alto
ETP solo, y un incremento de 1.6 veces mas de riesgo de recurrencia. El dimero D
elevado solo fue asociado a 1.8 veces mas de riesgo de recurrencia, y combinados
(ETP y dimero D elevados) se asocio a un incremento de 2.8 veces mas de riesgo de

recurrencia.***
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Figura 2.- Componentes del trombograma. Tiempo de inicio (Tinicio), Pico de
Trombina (Pico), Tiempo al pico (Tpico) y Potencial Endégeno de Trombina (PTE).
Tomada de Tesis Doctoral de Hilda Luna Zaizar.

Existe otro estudio en poblacién mexicana publicado en Septiembre 2015 por la
Dra. Hilda Luna Zaizar y colaboradores, en el cual se incluyeron 43 pacientes de 20-64
afios con diagnédstico de trombofilia primaria (estado heterocigoto para mutacion FV de
Leyden 6 para polimorfismo Fll G20210A asi como deficiencia de proteina C, proteina S

y antitrombina Ill) en donde 29 de los pacientes se encontraban con manejo con



antagonistas de la vitamina K (warfarina o acenocumarol), 1 paciente bajo el uso de
heparina de bajo peso molecular y 5 pacientes con uso de terapia antiagregante
plaqueatarios (aspirina o clopidogrel); el resto de los pacientes habian suspendido su
tratamiento al menos un mes previo al estudio. Se obtuvieron caracteristicas clinicas en
torno al evento de trombosis (tipo de evento, factores de riesgo adquiridos, etc)
antecedentes familiares de interés, tratamiento empleado y evolucion clinica. Se
obtuvieron muestras de sangre periférica para determinacion de TP con INR
(International Normalized Ratio), TTPa y grupo sanguineo ABO. Ademas se obtuvo una
muestra de plasma pobre en plaquetas para la realizacion de ensayo de generacion de
trombina con la determinacion de tiempo de inicio (lagtime), pico (peak), potencial
endégeno de trombina (ETP) e indice de velocidad; arrojando como resultados
diferencia significativa en ETP y Peak entre los pacientes que recibieron
tromboprofilaxis con antagonistas de vitamina K (AVK) o heparina de bajo peso
molecular (HBPM) y pacientes que no reciben tratamiento (p=0.0001). No evidencié
significancia en pacientes que reciben tratamiento antiagregante. Lagtime si discrimina
entre pacientes sin tratamiento y pacientes que reciben tromboprofilaxis pero muestran
gran variabilidad interindividual en los pacientes que se encuentran bajo
anticoagulacion oOptima con antagonistas de vitamina K (rangos de INR de 2-3). Se
encontré una relacion inversa no lineal entre ETP, peak y velocity index vs valores de
INR; y una relacién positiva entre lagtime e INR (p=0.002). Utilizando la curva de ROC
reveld que el 96.6% y el 96.4% de los pacientes que tenian una ETP o pico mas alto
que los valores de corte, respectivamente, tuvieron elevada generacion de trombina que
indica una alteracion de la coagulacion y, posiblemente, un aumento en riesgo de

tromboembolismo recurrente.*®

Aunque aun no esté aceptado como una herramienta de rutina para la deteccion
de trastornos hemorragicos y/6 tromboticos, o para monitoreo de terapia anticoagulante;
el ensayo de generacion de trombina por su excelente sensibilidad y especificidad
potencialmente pudiera ser aplicado como una prueba diagnédstica de rutina para
evaluar el estado hemostatico del paciente y determinar el riesgo trombodtico o

hemorragico, evaluando el tratamiento en el paciente para control hemostatico.*® 4’



3. JUSTIFICACION
3.1 Magnitud.

La trombosis ha tenido un incremento notable como causa de morbi-mortalidad
en el mundo moderno debido a la adquisicion de factores de riesgo que se consideran
condiciones de la vida moderna. Esta puede afectar a todos los grupos etarios. Siendo
mas comun la trombosis venosa en personas menores de 40 afios."

En poblaciéon pediatrica en Estados Unidos de América, la trombosis venosa se
presenta en 1 de 100 000 habitantes; y su frecuencia aumenta con la edad.? Siendo la
trombosis la causa mas frecuente de muertes en poblacion adulta con
aproximadamente dos millones de muertes por afio."

Segun el Consenso Mexicano de Tromboembolismo Venoso 2007; en México,
hay 160, 000 casos por afo; 43% se complican con tromboembolia pulmonar y éstos
tienen una mortalidad de hasta 28%.

En cuanto a trombofilia hereditaria, en pacientes mexicanos con recurrencia de
evento trombético se ha reportado resistencia de proteina C activada entre 2 y 39%.% El
riesgo de recurrencia en los casos adquiridos o secundarios se estima de 4.5% por afio
en los primeros dos afios tras el evento inicial. ™

Se estima que hay un subregistro y pobre busqueda de las causas de trombosis
en México.®

De acuerdo al registro anual de pacientes en IMSS mediante el sistema de
Expediente Clinico Electrénico (ECE), en el afio 2014 se obtuvieron un total de 218
pacientes con un diagndéstico de trombosis en territorio venoso y de 23 pacientes con
trombosis en territorio arterial en la UMAE Pediatria de CMNO. En cuanto al registro de
nuestro Centro de Investigacion Biomédica de Occidente se cuenta con 43 pacientes
con diagnostico de trombofilia primaria y con 55 pacientes atribuidos a una causa

secundaria en los ultimos 5 anos.

3.2 Trascendencia.

Pese a que la incidencia de trombosis en poblacién pediatrica es menor que en
poblacién adulta; se ha descrito el riesgo de recurrencia; estimandose hasta un 4.5%



por afo en los primeros dos afos tras el evento inicial en pacientes con un evento de
trombosis secundaria. En cuanto a las causas de trombofilia primaria; pacientes con
deficiencia de antitrombina Il se reporta en la literatura un riesgo de recurrencia de
3.37%; para la deficiencia de proteina C de hasta 2.53%, deficiencia de proteina S de
3.76%, mutacién de la Protrombina 20210A de 2.15% y Factor V Leiden de 0.77%.%°
Ante los datos previamente sefalados, se plantea la aplicacion del ensayo de
generacion de trombina como una herramienta para evaluar el estado hemostatico de
estos pacientes con la finalidad de establecer valores que puedan asociarse en un
futuro con escalas estandarizadas para determinar el riesgo de recurrencia de eventos
trombdticos asi como para monitorizacion de la terapia farmacolégica instaurada con

impacto secundario en la morbi-mortalidad.

3.3 Factibilidad.

La UMAE Pediatria de CMNO es un hospital de alta concentracion al ser un
centro de referencia; se cuenta con la infraestructura, numero de pacientes,
capacitacién profesional; ademas que cuenta con el apoyo del Centro de Investigacion
Biomédica de Occidente (CIBO) con el equipo técnico y el personal especializado con
amplia experiencia para la realizacion del diagndstico de marcadores genéticos de
predisposicién de trombosis asi como contar con los recursos técnicos y humanos para
la realizacién de ensayos de generacion de trombina mediante trombografia calibrada

automatizada.

3.4 Vulnerabilidad.

No existen escalas estandarizadas para valores de trombina en pacientes

pediatricos.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La trombosis ha tenido un incremento notable como causa de morbi-mortalidad
en el mundo moderno debido a la adquisicion de factores de riesgo que se consideran
condiciones de la vida moderna.” Las trombofilias tanto hereditarias como adquiridas se
asocian a riesgo de recurrencia; reportandose en la literatura la deteccion de 2 hasta
39% la alteracion resistencia a la proteina C activada en pacientes mexicanos que han
tenido recurrencia de eventos trombéticos.® En cuanto a causas secundarias; el riesgo
de recurrencia de nuevos eventos se estima de 4.5% por afo en los primeros dos afos
tras el evento inicial.’

En la actualidad, se carece de meétodos de Ilaboratorio adecuados para
monitorizacion de tromboprofilaxis; por lo que la determinacion del ensayo de
generacion de trombina mediante el estudio de trombografia calibrada automatizada
(CAT, por sus siglas en inglés) pudiera ser aplicado como una herramienta de rutina
para evaluar el estado hemostatico del paciente con deteccion de desordenes
hemorragicos y/é trombdticos, o para monitoreo de terapia anticoagulante o
antiagregante.® Es por eso que nace la necesidad de este proyecto de investigacion
con la finalidad de describir de manera inicial las caracteristicas sociodemograficas de
la poblacion a estudiar; asi como caracteristicas clinicas en torno a la presentacion de
eventos trombaticos; y secundariamente, realizar la determinacién de los parametros
del ensayo de generacion de trombina en pacientes pediatricos con trombofilia primaria
y secundaria. Asi mismo, se estableceran valores en poblacion pediatrica sin
alteraciones hemorragicas o trombéticas que en un futuro puedan estandarizarse y nos
permitan establecer escalas de riesgos. Ademas se evaluara la utilidad de los
parametros analizados para monitorizacion de terapia farmacoldgica instalada con el
objetivo final de incidir en medidas de caracter preventivo y cambios en modalidad
terapéutica de manera oportuna con impacto en la morbi-mortalidad, calidad de vida y

costo institucional.



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuadles son los parametros significativos del ensayo de generacion de trombina para
definir el estado hemostatico en poblacion de pacientes con trombofilia de la UMAE

Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente?

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General.
Evaluar los parametros del ensayo de generacidon de trombina en pacientes con
trombofilia de la UMAE Pediatria Centro Médico Nacional de Occidente para determinar

su estado hemostatico.

6.2 Objetivos Especificos.

1. Determinar las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion (edad,
genero, lugar de residencia) con trombofilia primaria y secundaria.

2. Establecer tipo de evento, edad de presentacion, localizacidn de territorio
afectado, recurrencias y/6 secuelas en pacientes con trombofilia primaria y secundaria.

3. Identificar las causas genéticas, fenotipo de riesgo aditivo y/é6 factores
adquiridos asociados a evento de trombosis en pacientes con trombofilia.

4. Determinar el estado hemostatico de la poblacién con trombofilia mediante los
parametros del ensayo de generacion de trombina (tiempo de inicio, potencial
enddgeno de trombina y pico) en relacidén a parametros basicos de coagulacién (tiempo
de protrombina y tiempo de tromboplastina parcial activada).

5. Comparar los parametros del ensayo de generacion de trombina en pacientes
con trombofilia con 6 sin tratamiento farmacoldgico instalado y su correlacién con
eventos de recurrencia documentados hasta el periodo que comprende el presente

estudio.

7. HIPOTESIS.
7.1 Hipétesis investigacion:
Los parametros del ensayo de generacién de trombina en pacientes con trombofilia

primaria y secundaria reflejan su estado hemostatico en relacién a los parametros



basicos de coagulacion (tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcial

activado), asi como respecto al tratamiento farmacologico instalado.

8. MATERIAL Y METODOS
8.1 Descripcidn del estudio.
8.1.1 Tipo de estudio: Transversal y analitico.
8.1.2 Universo de estudio: Pacientes con diagnodstico de trombofilia primaria por
deficiencia de antitrombina Ill, deficiencia de proteina C, deficiencia de proteina S,
mutacion Factor V Leiden, resistencia a proteina C activada y mutacion Fll G20210A
del gen de la protrombina asi como con diagnostico de trombofilia secundaria
(adquirida); todos ellos diagnosticados en el periodo de 01 de enero del 2010 hasta el
31 de enero del 2016 que hayan cursado con minimo un evento previo de
tromboembolismo en territorio arterial y/o venoso y que sean atendidos en UMAE
Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente (C.M.N.O).
8.1.3 Lugar donde se desarrollara el estudio: Se desarrollara en la Division de
Genética del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO); con apoyo del
laboratorio asi como del servicio de Hematologia IMSS UMAE Pediatria de C.M.N.O.
8.1.4 Tipo de muestreo: Muestreo no probabilistico
8.1.5 Calculo de tamaino de muestra: No requiere, se realizara por conveniencia
segun censo.
8.1.6 Criterios de inclusion:

e Pacientes con diagnodstico de trombofilia primaria establecido por la deficiencia
de los inhibidores fisiolégicos de la coagulacién (proteina C, proteina S y
antitrombina 1ll) o la presencia de polimorfismos protrombdéticos identificados en
el CIBO y que se encuentren adscritos a la UMAE Pediatria del C.M.N.O., IMSS.

e Pacientes con diagnéstico de trombofilia secundaria con afeccién a territorio
venoso y/o arterial que cuenten con adscripcion a la UMAE Pediatria de
C.M.N.O., IMSS.

e Pacientes con trombofilia primaria y/6 secundaria que acepten la participacion en

el estudio previa firma de consentimiento informado por sus padres o tutores.



8.1.7 Criterios de no inclusion:

e Pacientes con diagnéstico de trombofilia primaria y secundaria que no se haya

podido realizar la evaluacibn de parametros del EGT trombina debido a

problemas técnicos con el equipo o muestra insuficiente.

8.2 Descripcion de las variables:

e Variables independientes: Trombofilia primaria y secundaria.

e Variables dependientes: Tiempos de coagulacién (TP y TTPa) y parametros de

generacion de trombina.

Variables Definiciéon Tipo de Parametros
Operacional Variable de Medicion
Sexo Femenino/Masculino | Cualitativa Chi cuadrada
nominal
Edad Anos Cuantitativa Medidas de
continua tendencia
central
Tipo de evento Arterial/VVenoso Cualitativa Chi cuadrada
nominal
Edad de presentacion del evento Anos Cuantitativa Medidas de
continua tendencia
central
Trombofilia primaria Si/No Cualitativa Chi cuadrada
nominal
Otros genotipos/fenotipos de riesgo Si/No Cualitativa Chi cuadrada
para trombosis: nominal
Mutacion gen MTHFR Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Mutacion gen PAI-1 Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Mutacién gen ECA-1 Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Grupo sanguineo no “0O” Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Niveles aumentados de Factor | Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada

VIII:C (> percentil 90 del rango




de edad)

Trombofilia secundaria Si/No Cualitativa Chi cuadrada
nominal
Fractura miembro pélvico Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Acceso vascular central Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Hipoxia neonatal Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Cardiopatia congénita Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Neoplasia maligna Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Lupus eritematoso sistémico | Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Sindrome antifosfolipidos Si/No Cualitativa nominal Chi cuadrada
Panel basico de coagulaciéon
Tiempo de protrombina Segundos Cuantitativa discreta | Medidas de
tendencia central
Tiempo de tromboplastina Segundos Cuantitativa discreta | Medidas de
parcial activada tendencia central
INR Segundos Cuantitativa discreta | Medidas de
tendencia central
Ensayo de generaciéon de trombina con
plasma pobre en plaquetas
Tiempo de inicio (Lagtime) Minutos Cuantitativa discreta | Medidas de
tendencia central
Potencial endégeno de Nanomolar por minuto Cuantitativa discreta | Medidas de
trombina (ETP) tendencia central
Pico (Peak) Nanomolar Cuantitativa discreta | Medidas de
tendencia central
indice de velocidad (Velocity Nanomolar por minuto Cuantitativa discreta | Medidas de

index) tendencia central
Recurrencia de eventos Si/No Cualitativa Chi cuadrada
nominal
Secuelas o complicaciones Si/No Cualitativa Chi cuadrada

nominal




8.3 Operacionalizacion de las variables:

Edad. Referida al tiempo existencia de una persona, medida en afos.

Sexo. De acuerdo a género, masculino o femenino.

Tipo de evento. Haciendo alusion a presencia de tromboembolismo en cuanto a
afeccion de territorio venoso o arterial.

Localizacion del evento. Alusion a territorio anatdmico afectado por el evento
de trombosis.

Edad de presentacion del evento. Edad medida en afios en la que se presento
el primer evento trombatico.

Trombofilia. Predisposicidon para la formacion de coagulos inapropiadamente.

o Trombofilia primaria: Asociadas a un factor genético demostrable tales
como deficiencia de antitrombina lll, deficiencia de proteina C, deficiencia
de proteina S, mutacion FV Leiden con resistencia a proteina C activada,
mutacion FIl G20210A.

o Otros genotipos/fenotipos de riesgo aditivo para trombosis:
Deteccidn mediante estudios genéticos de la mutacion A1298C y/6 C677T
en el gen de MTHFR, mutaciones en el gen del Inhibidor del Activador del
Plasminégeno 1 (PAI-1) y mutaciones en el gen de la Enzima
Convertidora de Angiotensina 1 (ECA-1). Grupo sanguineo ABO “no O” y
aumento de los niveles de Factor VIII:C por arriba de percentil 90 para la
edad.

o Trombofilia secundaria: Serie de trastornos en los que existe mayor
riesgo de trombosis por otros mecanismos en los que no hay un defecto
genético identificado de origen, es decir se deben a factores de riesgo
adquiridos tales como:

* Fracturas en miembros pélvicos. Pérdida de continuidad 6sea en
huesos tales como fémur, tibia y peroné que requieran intervencion
quirurgica ortopédica.

= Acceso venoso central. Insercion de catéter en espacio

intravascular central con el fin de medidas terapéuticas.



= Hipoxia neonatal. Mediante valoracion Apgar, prueba de
evaluacion del recién nacido, se determina al minuto de nacer, a los
5 minutos y a los 10 minutos. Se examina el ritmo cardiaco,
respiracion, tono muscular, reflejos y coloracion de piel. Se
considerara baja puntuacion menor de 7 a los 5 minutos.

» Cardiopatias congénitas. Grupo de enfermedades caracterizado
por la presencia de alteraciones estructurales del corazén
producidas por defectos en la formacién del mismo durante el
periodo embrionario.

= Neoplasias malignas. Proceso maligno originado por la interaccion
en la mutacidn de genes supresores de tumores y activacion de
oncogenes que llevan a una proliferacion celular desordenada con
mecanismos de evasion de muerte celular programada; pueden ser
clasificadas como so6lidas o hematologicas.

» Lupus eritematoso generalizado. Enfermedad inflamatoria
cronica con afeccidon multisistémica y de origen autoinmune.

» Sindrome antifosfolipidos. Definido por la combinacion de
manifestaciones clinicas tromboéticas y/o obstétricas y un titulo
persistente y significativo de anticuerpos antifosfolipidos.

e Panel basico de coagulaciéon. Incluye citometria hematica con recuento
plaquetario asi como la determinacién de tiempo de protrombina (TP) y tiempo
de tromboplastina parcial activada (TTPa) e International Normalized Ratio (INR).

o Tiempo de protrombina. También llamado indice de Quick; valora la
integridad de la via extrinseca y comun (factores VII, X, V, Il y I de la
coagulacion). Normal entre 10 a 15 segundos. Aumenta por la accion de
anticoagulantes orales.

o Tiempo de tromboplastina parcial activada. Método de laboratorio que
evalua la integridad de la via intrinseca y via comun (factores XIlI, XI, IX,
VIII, X, V, Il y I). Normal entre 25 a 35 segundos. Se altera por la accién

de la heparina.



o INR 6 International Normalized Ratio. Unidad de medicion que se utiliza
para estandarizar los valores obtenidos a través del tiempo de
protrombina. Se usa principalmente para el seguimiento de pacientes bajo
tratamiento anticoagulante; con rangos terapéuticos entre 2-3 en
pacientes con trombofilia.

e Ensayo de generacion de trombina. Se realizara mediante trombografia
calibrada automatizada (CAT); ensayo que permite la medicion de la curva de
generacion de trombina. Estos ensayos proporcionan un trombograma (Figura 1)
el cual mide varios parametros incluyendo: 1) el tiempo de inicio (“Lagtime”,
tiempo para la formacion inicial de la trombina), 2) pico de trombina (“Peak”,
concentracion mas alta de trombina alcanzada durante el curso de la generacion
e inhibicion de trombina y se expresa como el grado maximo de incremento en la
sefial fluorescente (Unidades de Fluorescencia por minuto, UF/min) y 3) el
potencial endégeno de trombina (“ETP= endogenous thrombin potential, total de
trombina formada dentro de un cierto periodo conocida como area bajo la curva
expresada en nMemin) y 4) el indice de velocidad de formaciéon de trombina
(Velocity index, expresado en nMemin) se puede calcular al dividir el pico de
trombina entre la diferencia del tiempo al pico y el tiempo de inicio.

e Recurrencia del evento. Presencia de segundo evento tromboembdlico en
pacientes con trombofilia primaria o secundaria documentado hasta el momento
del periodo estudiado.

e Secuelas o complicaciones. Alteracion fisica persistente tras una lesiéon o

consecuencia de una enfermedad.

8.4 Desarrollo del proyecto:

Se incluyeron aquellos pacientes que se hayan diagnosticado con alguna
alteracion primaria de trombofilia y aquellos con diagndstico de trombofilia secundaria
que cumplen los criterios de inclusion previamente indicados en el periodo comprendido
del 01 de enero del 2010 al 31 de enero del 2016; previa firma de autorizacion de

consentimiento informado (anexo 1) se realizd un cuestionario (anexo 2) elaborado por



el investigador para recoleccion de datos sociodemograficos y caracteristicas clinicas
en torno al evento de trombosis.

Posteriormente bajo asepsia y antisepsia se realizd extraccion de muestras
sanguineas mediante venopuncion con recoleccion de tres tubos con citrato de sodio
109 mM con 4.5 ml de sangre por tubo: uno para la valoracion de tiempos de
coagulacion (TP, TTPa) y FVIII:C; y dos para la obtencion de plasma pobre en
plaquetas para la realizacién de la prueba de generacion de trombina. Se tomaran dos
tubos de 5 mL cada uno con anticoagulante EDTA para la realizacion de citometria
hematica con recuento plaquetario, determinacion de grupo sanguineo ABO y obtencion
de DNA para obtener el perfil de marcadores protrombdticos de no contarse con él
previamente.

Se realiz6 el analisis de generacion de trombina mediante el ensayo
Trombografia Calibrada Automatizada en micro-placas con 96 pocillos, detonados por
la adicion de factor tisular al plasma pobre en plaquetas. La trombina generada fue
monitoreada sobre el tiempo utilizando un sustrato fluorogénico, y el trombograma
producido midié varios parametros incluyendo el tiempo de inicio (Lagtime), potencial
endogeno de trombina (ETP) y pico (Peak).

Para la obtencion de los valores de referencia en poblacion pediatrica se
incluyeron muestras de plasma de 15 pacientes pareados por edad y género que
cuenten con derechohabiencia y que no cursaran con condiciéon subyacente actual de
enfermedad (se elegieron aquellos con diagndstico de neoplasia hematologica previa
con mas de 5 afios de vigilancia, es decir curados). Este pool de plasmas se obtuvo
cuando acudieron a realizacidon de examenes de escrutinio programados; con previa
firma de autorizacion de consentimiento informado; mediante venopuncién previo
asepsia y antisepsia con toma de 3 tubos con citrato con aprox 4.5 ml de sangre en
cada tubo, para determinacién de parametros de ensayo de generacion de trombina.

Posteriormente se analizaron los resultados obtenidos mediante el ensayo con
los obtenidos con el panel basico de coagulacion (TP y TTPa); asi mismo se

compararon los valores de pacientes con o sin tratamiento farmacolégico instalado.



8.5 Analisis estadistico:

Se capturaran los datos en programa Microsoft Office Excel 2010, posteriormente
para estadistica descriptiva se utilizara medidas de tendencia central y dispersion. Se
empleara ANOVA para analizar las diferencias en el estado de coagulacion y T-student
para comparar valores de ETP con o sin tratamiento. Ademas se utilizara Chi-cuadrada
de Pearson o prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia mediante el

programa IBM SPSS version 20.

9. RECURSOS E INFRAESTRUCTURA

9.1 Recursos fisicos: Laboratorio de Hemostasia y Trombosis del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) y Laboratorio de Hematologia en IMSS
U.M.A.E. Hospital de Pediatria, C.M.N.O.

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

9.3 Recursos financieros: Se llevara a cabo con recursos del Laboratorio de
Hemostasia y Trombosis del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente.

9.4 Recursos humanos: Médico residente de 2do afio Subespecialidad en
Hematologia Pediatrica en IMSS U.M.A.E. Pediatria, C.M.N.O y Dra. en Ciencias

adscrita al Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS.



10. ASPECTOS ETICOS

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud y con la
declaracion de Helsinki de 1975 enmendada en 1989, y cddigos y normas
internacionales vigentes de las buenas practicas médicas de la investigacion clinica. Se
cuidara con la seguridad y bienestar de las pacientes, respetandose los principios
contenidos en el codigo de Nuremberg, el informe Belmont y el codigo de reglamentos
federales. El presente estudio requiere autorizacidn de consentimiento informado
(anexo 1) debido a que se realizara extraccion sanguinea mediante venopuncion con
riesgos leves inherentes al procedimiento como sangrado local, dolor local, hematomas

y punciones multiples para localizacion de la vena.



11. RESULTADOS

Se realiz6 un estudio transversal y analitico para evaluar los parametros de
ensayo de generacion de trombina en pacientes con trombofilia en el Hospital de
Pediatria C.M.N.O; se incluyeron 22 pacientes que previamente hayan cursado con al

menos un evento tromboético y que cumplieron con el resto de criterios de inclusion.

La distribucién en cuanto a diagndstico de trombofilia, en 36.6% de la poblacion
(8 pacientes) no se identifico ningun factor genético o primario. Se documentd
trombofilia primaria en el 18.1% de los pacientes, de los cuales dos tuvieron mutacion
heterocigota para FVL y dos para FII20210A. El resto 45.3% mostré genotipo de
“riesgo” tales como homocigoto mutante para ECA-1 en cinco pacientes (dos
combinados estado homocigoto mutante 677TT), dos pacientes con mutacion doble
heterocigoto para MTHFR C677T/A1298C y dos pacientes homocigoto 677TT (ver

cuadro 1).

Cuadro 1. Trombofilia

Frecuencia Porcentaje
PRIMARIA
Heterocigoto FVL + Homocigoto mutante 1 4.5%
PAI-1 (4G/AG)
Heterocigoto FVL + Homocigoto mutante 1 4.5%
677TT
Heterocigoto FI120210A 2 9.1%
Total 4 18.1%
FACTORES GENETICOS ADITIVOS

Homocigoto mutante ECA-1 (D/D) (Dos 5 22.6%
con homocigoto mutante 677TT)
Doble heterocigoto MTHFR C677T y 2 9.1%
A1298C
Homocigoto mutante 677TT 3 13.6%
Total 10 45.3%

SECUNDARIA 8 36.6%

Total 22 100%



El 55% de los pacientes fueron de género masculino y 45% femenino. En torno
a los grupos de edad el 50% correspondio al de 11 a 16 anos; un 27% a los menores de
5 afios y 23% a los de 6 a 10 afios con 11, 6 y 5 pacientes, respectivamente (figura 1y

2). La edad de presentacion media del evento fue de 6.65 anos.

Figura 1. Distribucién género.

Figura 2. Grupos por edad.

Los eventos que mas se reportaron fueron de afeccién territorio arterial con un
81.8% y 18.2% venoso (figura 3).



Tipo de evento

Arterial
82%

Figura 3. Tipo de evento.

En cuanto a la localizacion la mayor parte fueron eventos vasculares cerebrales
(EVC) con un 54.5%, seguidos de la trombosis en miembros pélvicos con un 27.3%,
miembros superiores 9.1%, tromboembolia pulmonar en 4.5% y EVC aunado a

trombosis en ortejos en un 4.5% (figura 4).

Localizacion de Evento

M Cerebral B Miembros superiores
B Miembros pélvicos mTEP

M Cerebral y ortejos

Figura 4. Localizacion del evento.



Se documentd eventos de recurrencias en tres pacientes siendo un 13.6% vy la
secuela mas comun fue hemiparesia hasta un 36.4% (figura 5 y 6). No se demostro
asociacion significativa entre recurrencia y secuelas con una prueba de Chi-cuadrada
de Pearson de 0.80.

Figura 5. Recurrencia del evento.

Secuelas

Retraso en DPS
Hemiparesia
Amputacién mano
Amputacién dedos

No 45.5

Figura 6. Secuelas o complicaciones.



La mayor parte de la poblacion tuvieron hemotipo sanguineo distinto a O en un
54.5% con doce pacientes (figura 7). Los valores de porcentaje de actividad de factor

VIII fueron menores a 150% en el 72.7% de la poblacién (figura 8).

Grupo Sanguineo

No-O

Figura 7. Grupo sanguineo.

F VIII:C

MENOR O IGUAL A 151 A 450
150

Figura 8. Porcentaje actividad factor VIII:C.

No hubo asociacion estadisticamente significativa en pacientes con hemotipo no
“O” y niveles de factor VIl por arriba del percentil 90 (>150% de actividad) con un valor
de 0.417 con prueba exacta de Fisher (cuadro 2). Tampoco se observé significancia

estadistica al realizar Chi-cuadrada para analisis entre grupos sanguineos ABO de



pacientes con trombofilia comparado con grupo sanguineo de poblacion general

mexicana.

Cuadro 2. Grupo sanguineo y porcentaje actividad factor VIII:C

Grupo FVIII:C <150% FVIII:C >150% Total Prueba exacta de Fisher
No “O” 8 4 12 0.417
@) 8 2 10
Total 16 6 22
(#pacientes)

Los factores adquiridos se encontraron presentes en el 54.5%, siendo el principal
la cardiopatia congénita en un 40.9%; otros reportados fueron acceso venoso central y

periférico asi como dislipidemia (cuadro 3).

Cuadro 3. Factores adquiridos

Tipo de factor Frecuencia Porcentaje
Ninguno 10 45.5%
Foramen oval permeable 8 36.45
(FOP)

Ventriculo unico hipoplasico 1 4.5%
Accesos venosos 2 9%

Dislipidemia 1 4.5%
Total 22 100%

En relacion a grupos de tratamiento, un 45.5% no contaba con medicacion, el
31.8% en manejo con anticoagulantes tipo antagonista de vitamina K (AVK) y heparina

de bajo peso molecular, ver cuadro

Cuadro 4. Tratamiento

Frecuencia Porcentaje
No 10 45.5%
AVK (Acenocumarina) 5 22.7%
HBPM (Enoxaparina) 2 9.1%
Acido acetil salicilico (AAS)/Clopidogrel 5 22.7%

Total 22 100%



En cuanto a la evaluacion de los parametros del ensayo de generacion de

trombina, solo pudieron determinarse en 19/22 pacientes debido a problemas técnicos

del equipo, los resultados para pacientes con trombofilia primaria y factores aditivos son

los que se muestran en el cuadro 5; los detalles de los parametros de EGT en pacientes

con trombofilia adquirida se recolectan en cuadro 6.

Cuadro 5. Valores de EGT en trombofilia primaria y factores de riesgo aditivo

Tratamiento A TTPa/INR | Lagtime

PRIMARIA

Heterocigoto FVL + Homocigoto mutante Acenocumarina
PAI-1 (4G/4G)

Heterocigoto FVL + Homocigoto mutante Ninguno

677TT

Heterocigoto FI120210A + FOP Clopidogrel

Heterocigoto F1120210A AAS
FACTORES GENETICOS ADITIVOS

Homocigoto para ECA-1 (D/D) + FOP Ninguno

Homocigoto para ECA-1 (D/D) + Acceso AAS

venoso
Homocigoto para ECA-1 (D/D) + Enoxaparina

Cardiopatia

Homocigoto para ECA-1 (D/D)
Homocigoto mutante 677TT
Homocigoto para ECA-1 (D/D)
Homocigoto mutante 677TT

Doble heterocigoto MTHFR C677T vy Acenocumarina
A1298C

+

Acenocumarina

+

Ninguno

Doble heterocigoto MTHFR C677T vy Ninguno
A1298C

Homocigoto mutante 677TT + Dislipidemia Enoxaparina
Homocigoto mutante 677TT + Acceso Ninguno

venoso

Homocigoto mutante 677TT + FOP AAS

37.9/1.7

25.6

39.1
35.8

36.9
30.8

52.6

76.0/3.1

29.3

35.9/1.46

20.6

27
38

39.1

0.7

1.2
0.4

4.7

1.0

14
0.9

1.1

ETP%

65.9

109.1
81.7

109.8
71.6

24.5

85.9

41.2

27.3
16.3

79.3

Peak%

64.7

106.1
48.3

97.7
67.5

18.9

80.5

31.6

10.6
8.4

61.0

V%

64.7

109.7
22.8

80.2
70.6

13.7

64.7

24.6

3.3
4.58

442



Cuadro 6. Valores de EGT en trombofilia secundaria

Tratamiento TTPa/INR ' Lagtime ETP% @ Peak% @IV%
SECUNDARIA

FOP Acenocumarina 50/2.12 1.6 27.7 29.1 32.6
FOP ASS 322 1.0 87.8 71.4 51.7
FOP Ninguno 30.1 1.1 101.8 98.0 95.3
FOP Acenocumarina 56.2/2.3 3.3 231 19.2 15.1
FOP Ninguno 39.2 21 74.8 33.7 11.4
- Ninguno 36 5.3 87.5 49.6 224
- AAS 39.1 1.1 79.3 61.0 44.2
- Ninguno 42.5 5 80.0 85.9 126.0

Los valores de ETP para el grupo de pacientes con farmacos antagonistas de
vitamina K, antiagregantes plaquetarios y el grupo sin tratamiento en comparacion con
el valor de ETP arrojado del plasma normal (100%) para pacientes pediatricos se

visualiza en el figura 9 (A,B y C, respectivamente).

350 -
TROMBOGRAMA AVK

300 - PNP-1: ETP 100% del normal

250
P1-ECA-1
(DIDYMTHFR
677TTINR 3.1y

200 - ETP 24 5%

—==P3-TSINR 212y
ETP 27.7%

nM Trombina
o
o

100 -

-50 - Tiempo (min)

Figura 9. A) Trombograma AVK (acenocumarina) comparada con PNP (plasma
normal pediatrico).
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——P4-FI120210A
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P5-TS ETP
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~~P11-MTHFR
677TTETP
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Figura 9. B) Trombograma antiagregantes plaquetarios (AAS/Clopidogrel)
comparada con PNP (plasma normal pediatrico).
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TROMBOGRAMA SIN TRATAMIENTO

PNP-1: ETP 100% del normal
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P7-TS ETP
101.8%
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85.9%
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Figura 9. C) Trombograma pacientes sin tratamiento comparado con PNP (plasma

normal pediatrico).




Se aplicé prueba estadistica de ANOVA para comparar medias de los

parametros de ensayo de generacion en relacion con los distintos grupos

tratamiento; los cuales se pueden ver reflejados en cuadro 7.

Cuadro 7. Parametros de EGT.

Parametro Grupo N Media
Lagtime No 8 1.68
AVK 5 2.33
HBPM 1 14.0
Antiagregantes 5 1.52

plaquetarios

Total 19 2.46
ETP No 8 77.4
AVK 5 36.48
HBPM 1 27.3
Antiagregantes 5 85.9
plaquetarios
Total 19 66.32
Peak No 8 62.1
AVK 5 32.7
HBPM 1 10.6
Antiagregantes 5 70.86
plaquetarios
Total 19 59.95
Velocity No 8 53.24
Index
AVK 5 30.14
HBPM 1 3.3
Antiagregantes 5 59.8
plaquetarios
Total 19 46.26

Intervalo de confianza para la

media al 95%

Limite Inferior Limite
Superior
0.395 2.977
0.291 4.377
-0.449 3.501
0.938 3.987
53.396 101.404
14.204 58.756
68.258 103.542
51.533 80.930
34.422 89.778
9.381 56.019
44.088 97.632
39.128 68.788
15.862 90.625
4.335 55.945
19.162 100.438
28.492 64.028

0.0001

0.009

0.077

0.375

de

Sig. Intergrupos

Se aplic6 ademas analisis de regresion lineal para comparar valores de media de

ETP en dos grupos especificos: pacientes con manejo con AVK con pacientes en

manejo con antiagregantes plaquetarios; asi como el grupo sin tratamiento con AVK



obteniendo significancia estadistica con un valor de p=0.001 y p=0.016,

respectivamente (figura 10).

150 P=0.009
1 = ETPSIMTHTT 4%
! P=0.016 ‘ ETP &K 36 48%
' } . = ETPHEPM 27.3%
100  e—
o ETP 225/CLOPID OGREL 85.9%
-
1] | l !
50 - P=0.001
0 1

Figura 10. Valor de ETP acorde a grupos de tratamiento.



12. DISCUSION

La prevalencia de eventos de trombosis reportada en nuestro estudio fue similar

en ambos sexos; que es equiparable con las incidencias reportadas a nivel mundial.

Los tipos de eventos que mayormente se presentaron fueron de afeccion arterial
y con localizacion cerebral, manifestados como eventos vasculares cerebrales o
ataques isquémicos transitorios; esto difiere en relacion a los pacientes con trombofilia
primaria; en los que la afeccién en territorio venoso es la mas tipica; sin embargo estos
hallazgos pueden ser explicado debido a que la muestra seleccionada no es
representativa ya que en el ultimo afo la relacién en cuanto a prevalencia de eventos

venosos en nuestro hospital comparada con eventos arteriales fue de 10:1.

La trombofilia primaria de mayor prevalencia en el mundo es la mutacion
heterocigota para FVL seguido de FII20210A; en nuestro estudio aunque la muestra es
pequena se reporta un 18.1% de trombofilia primaria coincidiendo con la referencia

previa.

Segun Wu O, Bayoumi y cols, 2007; el grupo sanguineo distinto a “O” presentan
un riesgo entre 2 a 4 veces superior de padecer eventos trombéticos y ésta relacidon se
ha establecido a través de la asociacion observada entre el grupo ABO y los niveles de
factor VIII:C; sin embargo en nuestra muestra de estudio si bien la mayor parte de los
pacientes tuvieron hemotipo sanguineo distinto a “O” (doce pacientes) esto no se
correlacionaba con actividad de factor VIII:C en plasma mayor a 150%. En la revision
de Mendéz-Santillan, E; 2004 la frecuencia de grupos sanguineos ABO en México es
de 63% hemotipo O y de 37% para hemotipo distino a O, por lo que se realizé prueba
de Chi-cuadrada para analisis entre grupos sanguineos ABO de pacientes con
trombofilia comparado con grupo sanguineo de poblacidén general mexicana sin

observarse significancia estadistica.

En relacién a los parametros del ensayo de generacion de trombina; no hay
estudios en poblacion pediatrica por lo que se utilizé como referencia la publicacion de
H. Luna-Zaizar, et al 2015, en donde se estudiaron 43 pacientes adultos (20-64 afos)

con diagnéstico de trombofilia hereditaria, se establecieron grupos de tratamiento (AVK,



HBPM, antiagregantes plaquetarios y sin tratamiento). Se evaluaron los parametros del
EGT y el INR; arrojando resultados con diferencia significativa en ETP y Peak entre los
pacientes que recibieron tromboprofilaxis con antagonistas de vitamina K (AVK) o
heparina de bajo peso molecular (HBPM) y pacientes que no reciben tratamiento
(p=0.0001). No se evidencid significancia en pacientes que reciben tratamiento
antiagregante. Lagtime si discrimin6é entre pacientes sin tratamiento y pacientes que
reciben tromboprofilaxis pero mostraron gran variabilidad interindividual en los
pacientes que se encontraban bajo anticoagulacion oOptima con antagonistas de

vitamina K (rangos de INR de 2-3).

En nuestro estudio se encontro significancia estadistica para el valor de lagtime y
ETP al compararse las medias en los distintos grupos de tratamiento con p=0.0001 y

p=0.009, respectivamente.

Se analiz6 el valor de ETP en los pacientes con tromboprofilaxis con AVK con el
grupo sin tratamiento obteniendo un valor de p con significancia estadistica (p=0.016) y
un valor de p=0.001 en el grupo de pacientes con manejo con AVK y antiagregantes

plaquetarios.

Ademas es interesante la observacion intragrupo con tromboprofilaxis a base de
AVK, en donde la media de ETP para valores de INR subéptimo (<1.5 a 1.9) fue de
53.45%; para rangos 6ptimo (2.0-3.0) de 25.4% y para rango de INR mayor a 3.0 fue de
24.5%.

En cuanto a evento de recurrencia solo se presentd en un paciente adolescente
de género femenino con foramen oval permeable como factor secundario que se
encontraba en manejo con anticoagulacion con AVK (acenocumarina) con un INR
optimo de 2.98 al momento de la trombosis; su valor de ETP fue de 27.7% en relacién a
valor de ETP de plasma normal para paciente pediatrico; por o que por ser caso unico
no pudo someterse a analisis de ROC para evaluar riesgo de recurrencia de evento

trombadtico.



13. CONCLUSIONES

La trombosis tanto en nifios como adultos es consecuencia de una etiologia
multifactorial, en donde las causas adquiridas generalmente seran el factor

desencadenante de una condicion genética de base.

Los parametros del ensayo de generacion de trombina: ETP y lagtime tuvieron
un valor de p con significancia estadistica por lo que resultan utiles para la evaluacion

de la capacidad hemostatica del paciente.

El valor de ETP en base a 100% de plasma normal para pacientes pediatricos,
ofrece diferencias significativas en el analisis intergrupos en cuanto a distintos tipos de
tratamiento; por lo que el ensayo de generacion de trombina ofrece ser una herramienta

potencialmente util para la monitorizacion de tromboprofilaxis.

Las diferencias entre el analisis de distintos valores de INR en relacién con el
porcentaje de ETP no mostraron significancia estadistica probablemente por ser una

muestra pequefa de poblacion pediatrica.

Los eventos de recurrencia en pacientes sin trombofilia primaria parecen no estar
asociados a anticoagulacion suboptima y a niveles por encima de ETP del valor de
plasma normal; por lo que habra que reforzar medidas de prevencién o correccidén de

factores secundarios.

No se cuenta con estudios previos de ensayo de generacion de trombina en
poblacién pediatrica con trombofilia, por lo que este estudio puede ser el precedente

para el desarrollo de mayor campo de investigacion en este rubro.
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15. ANEXOS
Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL PROYECTO DE

[N

INVESTIGACION.

Guadalajara, Jalisco a de 201__.

©
IMSS

G D ¥ SO B DA T SOCIAL

No. Registro:
A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto hago constar que acepto que mi hijo (a) participase de manera voluntaria y libre en el
proyecto de investigacién titulado “EVALUACION DE PARAMETROS DEL ENSAYO DE GENERACION DE
TROMBINA EN POBLACION CON TROMBOFILIA EN LA UMAE PEDIATRIA DEL C.M.N.O” que se realizara con
el fin de establecer los parametros en cuanto a generacion de trombina que pueden ser una herramienta para evaluar
el riesgo trombdtico asi como para monitorizacién de terapia farmacoldgica. Este estudio se realiza con fines de
investigacion no lucrativos.

Se me ha informado que la participacion de mi hijo (a) consistird en donar una muestra de 25 ml de sangre
periférica mediante venopuncién para la obtencién de plasma que se utilizara en el estudio con el fin de determinar
los parametros de generacion de trombina que permitiran conocer el estado hemostatico y establecer en un futuro
escalas de riesgos para el desarrollo de eventos de trombosis.

Puedo solicitar la eliminacion de las muestras biolégicas después del estudio o dar mi consentimiento para
que sean integradas a un banco de plasma de poblacidn mexicana con trombofilia, que se utilizara con fines de
investigacion en proyectos relacionados con esta linea de estudio que aportaran datos basicos sobre el
padecimiento, los cuales, eventualmente podran aplicarse al diagndstico y tratamiento de la misma. Cada proyecto
se someterd a una evaluacion previa a su ejecucién por un comité de investigacion y de ética que velara porque los
procedimientos y fines de la investigacion correspondiente cumplan con los lineamientos de calidad cientifica y se
apeguen a la normatividad que marca el Reglamento General de Salud en materia de Investigacién para la Salud.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, asimismo, estoy enterado sobre los posibles riesgos e
inconvenientes derivados de mi participacion en el estudio, que implican las molestias y posible hematoma por la
puncion venosa.

El investigador principal me ha garantizado la confidencialidad de mis datos personales y se ha
comprometido a mantener el anonimato de manera que no se le identificara en las presentaciones o publicaciones
cientificas que se generen de este estudio. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a la
permanencia en el mismo.

Como derechohabiente del IMSS, la atencion médica de mi hijo (a) no sera afectada por la decision de
participar en el estudio. Recibiré una copia de este documento para conservar constancia de los compromisos del
investigador para conmigo y contar con sus datos donde pueda contactarlo en caso de cualquier aclaracion sobre el
estudio.

Favor de marcar con una “X” en el cuadro correspondiente en cuanto a la decisidén de colecta de muestra
biologica:

No autorizo que se tome la muestra

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros




Nombre y firma de ambos padres o tutores o representante legal Nombre y firma del investigador

Testigo (nombre, direccion, relacién y firma) Testigo (nombre, direccion, relacién y firma)

SI( ) NO()

Acepto que la muestra biolégica de mi hijo (a) sea almacenada para su utilizacién en otros estudios relacionados con
trombofilia debidamente avalados por los comités de investigacién y ética correspondientes.

DATOS DE LOS INVESTIGADORES RESPONSABLES.
ME Dra. Janet Margarita Soto Padilla

Médico Especialista en Hematologia Pediatrica

Instituto Mexicano del Seguro Social

Unidad Médica de Alta Especialidad

Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente

sirenajanet@hotmail.com

Dra. en C. Ana Rebeca Jaloma Cruz

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS

Sierra Mojada #800, Colonia Independencia, C.P. 44340. Guadalajara, Jalisco
Teléfono: 36 68 30 00 Ext. 31929

Fax: 36 18 17 56

Correo electrénico: arjaloma@gmail.com

Dra. Hilda Luna Zaizar

Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias/Dept.Quimica
Universidad de Guadalajara

Guadalajara, Jalisco.

Correo electrénico: hiluna90@yahoo.com.

ME Dra. Damaris Guadalupe Martinez Cruz

Médico Especialista en Pediatria Médica

Instituto Mexicano del Seguro Social

Unidad Médica de Alta Especialidad

Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente

dradamarismartinez@gmail.com
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Anexo 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

EVALUACION DE PARAMETROS DEL ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA
EN POBLACION CON TROMBOFILIA EN LA UMAE PEDIATRIA DEL C.M.N.O

FICHA DE IDENTIFICACION Y DATOS PERSONALES

Nombre paciente

No. Seguridad Social Fecha

Edad (afios): Fecha de nacimiento y lugar de nacimiento

Domicilio Calle y Numero Colonia

Ciudad Estado C.P. Teléfono

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

¢ Hay alguna historia previa de trombosis en su familia?

Si su respuesta fue Sl, ¢qué tipo de trombosis?

¢ Existe alguien en la familiar con algun diagnéstico de trombofilia primaria?

Si su respuesta fue Sl, ¢ qué tipo de mutacién/polimorfismo?

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Fractura miembro pélvico Cirugia ortopédica Acceso vascular central
Hipoxia neonatal (Apgar a los 5 minutos) Cardiopatias congénitas
Cancer Lupus Eritematoso Generalizado Sindrome antifosfolipidos

DATOS EN RELACION A EVENTO TROMBOTICO

Edad de presentacion (afios) Fecha de presentacion Tipo de evento (arterial 6 venoso)

Localizacién anatdomica

¢ Se instaurd tratamiento farmacoldgico? (S 6 No) Si la respuesta es SlI, favor de indicar lo siguiente:

***; Cual farmaco? Especificar dosis, frecuencia y duracion del tratamiento:

Si el farmaco es un anticoagulante; ;cuanto tiempo el valor de INR se encontré en rangos de 2-3?

Ha tenido recurrencia (s) de evento (s) (SI 6 No) Si la respuesta es SlI, favor de indicar lo siguiente:
*** Numero de eventos Fecha (s) de presentacion Tratamiento utilizado
Duracién del tratamiento

¢, Cuenta con alguna complicacion o secuela? (SI 6 No); Si la respuesta es SI, s de qué tipo?



¢, Se establecié diagnéstico de TROMBOFILIA PRIMARIA O SECUNDARIA?

Si, la respuesta fue primaria, favor de especificar mutacién/polimorfismo

PARACLINICOS

Grupo sanguineo Rh Factor VIII:.C Recuento plaquetario
Proteina C Proteina S Antitrombina IlI
TP/Testigo TTPalTestigo INR

FECHA ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA

Tiempo de inicio (Lagtime) min Potencial endégeno de trombina (ETP)
Pico (Peak) nM indice de velocidad

nM.min
nM.min




16. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ARo 2015- Lluvia Recabar Estructura de Subir Recoleccion | Analisis Resultados | Presentacion
2016 de articulos protocolo de plataforma de datos de datos | ydiscusion | final de tesis
ideas Investigacion
Junio 2015
Julio 2015

Agosto 2015

Septiembre 15

Octubre 2015

Noviembre 15

Diciembre 15

Enero 2016

Febrero 2016
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