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2. RESUMEN

INTRODUCCION. La hemofilia A es el trastorno de coagulacion més frecuente,
determinada por un patron de herencia recesivo ligado al X. La incidencia global de la
hemofilia A es de 1 en 5000 — 10 000. Con una incidencia de desarrollo de inhibidores
entre 3.6% a 21.4%. Se manifiesta clinicamente, con sangrado anormal, que puede ser
espontaneo o inducido por algin trauma. La frecuencia y severidad del sangrado estara
en relacion al grado de deficiencia del factor. El tratamiento se basa en la sustitucion del
factor deficiente, con la finalidad de llevar el factor a niveles hemostaticos adecuados.
Siendo en la actualidad la presencia de inhibidores, una complicacién de la terapia de
reemplazo de factor VIII en la hemofilia. En la actualidad las investigaciones se centran
en el manejo de estos pacientes, una de ellas es el manejo de la terapia con tolerancia
inmune sin embargo en los casos en los que esta terapia no se puede llevar a cabo el
empleo de agentes de via alterna son eficaces y bien tolerados. La capacidad de
determinar la opcion terapéutica mas eficaz, dosis Optima 'y frecuencia de administracion
de un agente de via alterna de manera individualizada a través de un estudio que permita
valorar la respuesta hemostética, seria de gran apoyo en el manejo de estos pacientes, una
opcion es el estudio de generacion de trombina ya que evalUa los distintos parametros de
la produccion de trombina que reflejan el estado hemostatico del paciente y con ello, su
respuesta al tratamiento.

OBJETIVO GENERAL. Evaluar el tratamiento en los pacientes con hemofilia A grave
con inhibidor mediante el ensayo de generacion de trombina.

MATERIAL Y METODOS. Se realizé un estudio transversal, analitico. Pacientes
menores de 16 afios con el diagndstico definitivo de hemofilia A grave con inhibidor,
cuyos plasmas fueron expuestos in vitro a la aplicacion de las terapias de via alterna
evaluandose la respuesta de generacion de trombina a las distintas dosis. Para estadistica
descriptiva se utilizé medidas de tendencia central y dispersion; se utilizd Chi-cuadrada
en el caso de las variables cualitativas con distribucién normal y se aplicé la prueba de T-
student para variables cuantitativas con distribucién normal. Consideramos significativo
una P < 0.05.

RESULTADOS. Se incluyeron 11 pacientes con inhibidor positivo, con un 56% de
pacientes con inhibidor de alta respuesta. El plasma de cada uno fue expuesto in vitro al
complejo protrombinico activado (aPCC) como agente de via alterna a distintas dosis. Se
observo que mediante el ensayo de generacion de trombina el 67% de los pacientes genera
la suficiente cantidad de trombina en relacion al control sano, a partir de dosis de
50U/Kg/do, a la dosis de 100Ul/kg/do, se alcanzan los niveles adecuados en el 90% de
los pacientes con aPCC, con una P=0.000001. En el 90% de los pacientes las dosis
elevadas de aPCC de 200UI/Kg/do, excedieron el nivel hemostatico necesario.



CONCLUSIONES. El ensayo de generacion de trombina evalla de manera sistematica
el proceso de la hemostasia, permitiendo una monitorizacion objetiva, accesible y fiable
que puede servir como herramienta para el manejo de estos pacientes. EI parametro de
ETP fue el de mayor utilidad para valorar la respuesta in vitro del aPCC, mostrando una
concordancia con la dosis creciente asi como con la evaluacion clinica.



3. MARCO TEORICO.

ANTECEDENTES.
Historia.

La hemofilia es reconocida desde la antigliedad, las primeras descripciones datan del
manuscrito rabinico del siglo Il después de Cristo Ilamado Talmud, en el declara que los
bebés varones no debian ser circuncidados, si previamente dos hermanos habian muerto
a causa de una hemorragia excesiva debida al procedimiento. EI médico arabe Albucasis
del siglo 12, describe una familia con hombres que murieron por hemorragia después de
una lesion trivial. La primera descripcion moderna de la hemofilia es de John C. Otto,
médico de Filadelfia, quien en 1803 publico " La resefia de una disposicién hemorragica
existente en ciertas familias". El denota las caracteristicas cardinales de la hemofilia, es
decir, la tendencia heredada de los varones a sangrar. Sin embargo, el primer uso de la
palabra "hemofilia" fue descrito por Hopff de la Universidad de Zurich en 1828.1

Las primeras descripciones genéticas de la hemofilia fueron publicadas en 1820 por
Nasse, quién establece que la hemofilia se transmite en su totalidad por mujeres no
afectadas a sus hijos varones. En 1890, Konig describid por primera vez la relacion entre
la hemofilia y su afeccion hacia las articulaciones. La hemofilia es también Ilamada como
"la enfermedad real”, debido a que varios miembros de familias reales descendientes de
la Reina Victoria de Inglaterra (1837 a 1901), eran afectados, como su octavo hijo
Leopold quién sufria de hemorragias frecuentes y muri6 de una hemorragia cerebral a la
edad 31 afos, sus dos hijas Aliciay Beatriz, eran portadoras y a través de ellas se transmite
la enfermedad a las familias reales espafiolas, alemanas y rusas.?

Creveld en 1934 demostrd que una proteina obtenida a partir del suero reducia el tiempo
de coagulacion de la sangre hemofilica. Patek y Taylo, descubrieron en 1936 la globulina
anti-hemofilica, la cuél era extraida del plasma, con la cual podian corregir el defecto de
coagulacion mediante su adicion. A mediados de la década de 1960, la introduccion de
concentrados derivados plasmaticos de factor VIII (FVIII) hizo posible la terapia de
reemplazo, y con ello un aumento dramatico en la calidad y la esperanza de vida de las
personas con hemofilia A. En 1984, Gitschier y colaboradores describieron el gen del
factor V111 causante de la hemofilia A. 2

Epidemiologia.

La hemofilia A es el trastorno de la coagulacion mas frecuente, con un patrén de herencia
recesivo ligado al X, que condiciona deficiencia o ausencia del factor VIII, debido a
mutaciones causales en el gen F8.2 La incidencia global de la hemofilia A es de 1 en
5000-10 000 nacimientos de varones, constituyendo el 80% de los casos de hemofilia. Se
presenta en todos los grupos étnicos sin predileccion, social, geografica o racial.*

De acuerdo a la Federacién Mundial de Hemofilia en el 2013 se estimd un total de
176,211 personas con hemofilia, de los cuales 140,313 son hemofilia A. En México hay
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un total de 4 776 pacientes con hemofilia de los cuales 3 847 son hemofilia A.°> Una
revision del 2003 muestra la incidencia de desarrollo de inhibidores que varia de 3.6% a
21.4%, concluyendo una frecuencia global de 8- 14%.°

Manifestaciones clinicas.

Se manifiesta clinicamente, con sangrado anormal, que puede ser espontaneo o inducido
por algun trauma y puede llegar a ser potencialmente mortal. EI grado de severidad de la
hemorragia esta en relacion con el grado de deficiencia del factor y es la base para la
clasificacion de la hemofilia; enfermedad grave se define como un nivel de plasma de la
actividad del factor <1 Ul / dl, enfermedad moderada 1 a 5 Ul / dl, y la enfermedad leve
>54a40 Ul /dL. Los pacientes con enfermedad grave son propensos a episodios frecuentes
de sangrado espontaneo que con mayor frecuencia afectan a las articulaciones de golpe
como tobillos, los codos y las rodillas, pero pueden ocurrir en cualquier lugar, incluyendo
los muasculos y otros sitios de los tejidos blandos, el tracto gastrointestinal y el sistema
nervioso central. Sangrado articular recurrente puede conducir a la artropatia crénica, la
principal causa de morbilidad en la hemofilia. Los pacientes con hemofilia moderada
tipicamente sangran s6lo en respuesta a algin elemento de trauma, pero con el desarrollo
del dafio tisular de la lesion recurrente, las articulaciones y los musculos afectados pueden
llegar a ser mas propensos a sangrar con poca 0 ninguna provocacion evidente. Los
pacientes con hemofilia A leve sangran sdlo en respuesta a la lesion tisular significativa
inducida por trauma o cirugia. La mayoria de los pacientes con hemofilia grave (90%) se
presentaran en el primer afio de vida, sobre todo mientras aprende a caminar o gatear. El
diagnostico se sospecha ante la presencia de hemorragia mayor a la espera o0 en caso de
los cuadros severos de manera espontanea. Los estudios de coagulacién reportan
prolongacion del tiempo parcial de tromboplastina activado, mientras que el tiempo de
protrombina, el tiempo de sangrado, y el tiempo de trombina todo sera normal. Debe
confirmarse mediante la cuantificacion del factor VI1II. En la hemofilia A grave el tiempo
parcial de tromboplastina activado seréa de 2 a 3 veces mas prolongado que el intervalo de
referencia. 4,5,6

Modelo Celular de la coagulacion.

Dado que este es el trastorno de coagulacién mas frecuente, es importante describir la
patogenia de la enfermedad. Siendo la funcién primaria del sistema de coagulacion
mantener un equilibrio entre los factores coagulantes y anticoagulantes, la disrupcién en
la integridad del endotelio disrupcion provoca exposicion del subendotelio e iniciacién
del mecanismo hemostatico. La via clasica de la coagulacion ha sido reemplazada por el
Ilamado modelo celular de la coagulacién, en el que el factor tisular (TF), las plaquetas,
y la trombina juegan un papel clave. La hemostasia primaria implica la compleja
interaccion de las plaquetas con la pared del vaso mediada principalmente por colageno
y factor de Von Willebrand (VWF), el cuél funciona como sitio de adhesion de las
plaquetas al subendotelio, donde las proteinas de la coagulacion mediante sitios de unién
de fosfolipidos se unen a la superficie de las plagquetas activadas. La hemostasia




secundaria se activa después de la exposicion del TF, que se une factor VII activado
(FVHa) circulante. ElI complejo TF-FVIla activa Factor X zimo6geno y Factor IX,
principalmente factor X. ElI Factor X activado (FXa) convierte la protrombina (FII) a
trombina activada (Flla). Las cantidades picomolares de Flla generado en la superficie
celular libera FV1I1 de su proteina transportadora factor de Von Willebrand activando el
FVIIIL. La trombina también activa las plaquetas, exponiendo una superficie rica en
fosfolipidos con carga negativa capaz de permitir la union con las proteinas de la
coagulacién, incluyendo, factor IX activado (FIXa), previamente generado. FIXa junto
FVIlla, calcio y fosfolipidos forman el complejo tenasa, para activar al FXa. EI FXa junto
con FV, calcio y fosfolipidos forman el complejo de protrombinasa, que a su vez
convierte grandes cantidades de protrombina en trombina, de tal manera que el
fibrinbgeno se convierte en mondmeros de fibrina. La trombina también activa FXIII,
que entrecruza los monomeros de fibrina para estabilizar el coagulo, la trombina también
activa al factor inhibidor activado de la fibrinolisis, que previene el deterioro del coagulo,
mejorando la firmeza del coagulo.*®
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Figura 1. Modelo celular de la coagulacién sanguinea.
Haemophilia. 2003

Presencia de Inhibidor

El desarrollo de inhibidores es reconocido en la actualidad como la mayor complicacion
de la terapia de reemplazo con factor VIII, los cuales son resultado de una respuesta
inmune compleja de origen multifactorial que involucra tanto a factores especificos de
los pacientes como factores relacionados con el tratamiento.” La incidencia de desarrollo
de inhibidores varia de 3.6% a 21.4%, con un promedio global de 8-14%. Factores que
se sabe que influyen en el riesgo de desarrollo de inhibidores en pacientes con hemofilia,
son las grandes delecciones de genes, mutaciones sin sentido, inversiones del intron 22 e
intron 1.58 Las variaciones de riesgo entre los grupos raciales y étnicos han sido un
hallazgo consistente en varios estudios, por ejemplo, la ascendencia africana y latina
representa un mayor riesgo de desarrollo de inhibidor. Factores relacionados en el
paciente incluyen la gravedad de la hemofilia, el tipo de mutacion genética presente, raza,
etnia, antecedentes familiares de inhibidores, el genotipo del antigeno leucocitario
humano (HLA), la edad del paciente y edad de primera exposicion al tratamiento. Otros



factores incluyen exposiciones de riesgo, como cirugias, vacunacion, ndmero de
exposiciones y los momentos pico de tratamiento. Los Inhibidores de FVIII suelen
desarrollarse en la edad pediatrica con deteccion inicial después de una media de 14 a 16
dias de tratamiento y rara vez después de 50 dias de tratamiento. No se ha observado el
desarrollo de inhibidores cuando se hacen cambios entre los diferentes productos. Las
citoquinas como factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a], interleucinal0 (IL -10) o
linfocitos T citotdxicos y cooperadores también muestran importancia. ® Un factor muy
importante en la presencia de inhibidor es el tipo de factor utilizado como terapia, una
revision sistematica de la literatura publicada por Wight y Paisley en 2003 identifico que
la incidencia acumulada de desarrollo de inhibidores en estudios en pacientes no tratados
previamente (PUP) fue de 0% a 39%, otras revisiones como las reportadas por Franchini
et al., en la que incluye 800 PUPs de 25 estudios prospectivos publicados entre 1990 y
2007, encontrd que la incidencia de desarrollo de inhibidores era menor en los pacientes
tratados con derivados de plasma vs concentrados recombinantes (21% vs 27 %)
respectivamente. El estudio RODIN, investigo la asociacion entre el tipo de producto de
FVIII con el desarrollo de inhibidores en 574 pacientes con hemofilia A grave. La
incidencia acumulada de desarrollo de inhibidores fue 32.4% de los cuales 22.4% se
catalogaron de alta respuesta siendo similar para ambos productos de FVIII tanto
derivados del plasma como recombinantes (razon de riesgo ajustada 0.96- IC 95% 0.62-
1.49). Estudios recientes han sugerido una mayor frecuencia de inhibidores en pacientes
tratados con productos de segunda generacién. En el caso de los productos que contienen
factor de Von Willebrand (VWF) no hubo diferencia significativa entre los concentrados
que contienen y no VWF (razon de riesgo ajustada 0.90; IC del 95%: 0.57- 1.41).”

Los inhibidores también pueden ser provocados por el tratamiento intensivo con FVIII
como en el caso de una cirugia o trauma. Un estudio de cohorte de 41 pacientes con
hemofilia A moderada que recibieron terapia de reemplazo con FVIII peri operatoria
reporté un incremento de 186 veces el riesgo de desarrollo de inhibidores (IC del 95%)
cuando la cirugia era el motivo de la primera exposicion intensiva. Otro estudio donde
se analizaron 1079 infusiones continuas en 742 pacientes con hemofilia A establecié que
el riesgo inhibidor se limito tan sélo a nueve pacientes (1,2%).%°

Respuesta inmune del factor V111

La iniciacion de una respuesta inmune y la formacion de anticuerpos de alta afinidad
hacia FVIII requiere endocitosis de la molécula infundida por células presentadoras de
antigeno (APCs), por ejemplo, células dendriticas, macrofagos y/o células B,
procesamiento intracelularmente en los endosomas, y presentacion de péptidos derivados
de antigenos a través de las moléculas de HLA de clase Il en la superficie de células T
CD4. En pacientes no tratados previamente la respuesta inmune tiene lugar
presumiblemente a través de vias de células dendriticas, mientras que entre los pacientes
con una respuesta inmune establecida, las celulas B parecen ser las células presentadoras
de antigenos. La importancia de las células T reguladoras en el proceso de formacion de
anticuerpos se ha establecido, y hasta la fecha, diferentes subconjuntos de células con
actividades supresoras se han definido, siendo CD4, CD25, FoxP3, las células Treg las
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que han recibido mayor atencién. Activacion de Treg se produce a través de la union
antigeno especifico a los receptores de las células T. La formacion de Tregs es
multifactorial e incluye mecanismos dependientes del contacto directo con participacion
de celulas APCs y/o células T efectoras, asi como la supresion mediada por citoquinas.
Tregs también han sido implicados en el proceso de inducir tolerancia en pacientes
mediante la induccion de tolerancia inmune terapia (ITI). Aqui, la exposicion frecuente
al factor deficiente en ausencia de inflamacion sistémica puede inducir células T
reguladoras con una posterior falta de células T cooperadoras, falla de la diferenciacion
de células B y promover la tolerancia a través de la anergia de células B y/ o eliminacion.
En este proceso, la dosificacion se ha implicado como un factor crucial para que las altas
dosis, inhiban irreversiblemente las células B de memoria a través de un efecto indirecto
sobre ambas, APCs y células T. Esto puede explicar los beneficios de los protocolos de
tolerancia inmune de dosis alta. !

Mutacion causal del gen F8

Existe un riesgo de desarrollar inhibidor si previamente este ha sido identificado dentro
de la familia. Estos hallazgos sugieren una predisposicion genética para el desarrollo de
anticuerpos inhibidores. Hay mas de 500 mutaciones sin sentido reportados en los
pacientes con hemofilia A las cuales predisponen al desarrollo de inhibidores, que se
agrupan en el dominio A2 y los dominios C1-C2, por ejemplo, Arg593Cys, Asn618Ser,
Asp274Gly, Arg2150His, Arg2159Cys, Trp2229Cys, parece que un cambio en la
sustitucion de aminoacidos aumenta el riesgo inhibidor.

Genes de respuesta inmune

El gen polimorfico méas consistentemente asociado con el riesgo inhibidor es el gen de
IL-10, el cual parece ser un mediador inmune, con mecanismos que modifican la
proliferacion de células T, produccion de citoquinas, proliferacion de células Treg,
proliferacion y maduracion de células B y accion sobre la APCs. Entre los otros genes
asociados que codifican para el factor de necrosis tumoral a y linfocitos T citotdxicos
relacionados con antigeno 4 (CTLA4). ®1!

El desarrollo de inhibidores al FVIII es la complicacién méas importante del tratamiento
de la hemofilia, que ocurre hasta en el 33% de los pacientes con hemofilia A grave, en el
13% de las personas con hemofilia A no grave. En presencia de un inhibidor, los riesgos
de morbilidad, mortalidad ademaés de los costos aumentan sustancialmente. Afectando no
solo la calidad de vida de los pacientes si no ademas de sus familias.!2

Los inhibidores se clasifican de alta respuesta por arriba de 5 unidades Bethesda (UB) o
de baja respuesta por debajo de 5 UB. Una unidad Bethesda se define como la cantidad
de inhibidor necesaria para inactivar el 50% de FVIII. Los pacientes con inhibidores de
baja respuesta pueden ser tratados con concentrados de FVIII a dosis convencionales o
dosis mayores. En los casos de alta respuesta los concentrados de factores son tipicamente
ineficaces y se utilizan agentes con terapias de via alterna, como complejo de protrombina
activado o factor VII recombinante activado. **
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Tratamiento.

El objetivo primario de los pacientes con hemofilia es la prevencion de los eventos de
hemorragia, a través de un manejo integral, que va desde el ejercicio regular y otras
medidas para estimular el desarrollo psicomotor, una adecuada higiene bucal para
prevenir enfermedades dentales y periodontales, control regular del estado de salud y
evaluacion periddica. Evitar el uso de medicamentos que afectan la funcion plaquetaria.
Otro objetivo primordial es tratar las hemorragias con el factor de coagulacion deficiente,
siempre que sea posible, la deficiencia deberd tratarse con concentrados del factor
especifico, en el caso de la hemofilia A, sera a través de la sustitucion de factor VIII. Las
hemorragias agudas se deben tratar lo antes posible, preferiblemente dentro de las
primeras dos horas posteriores al evento. Aun en caso de duda, se debe dar tratamiento.
Los pacientes suelen reconocer los primeros sintomas de sangrado, incluso antes de la
manifestacion de los signos fisicos. Esto a menudo se describe como una sensacién de
hormigueo o "aura". Durante un episodio de hemorragia aguda, se debe realizar una
evaluacion para identificar el sitio de sangrado si no es clinicamente evidente y
administrarse el factor de coagulacion apropiado. En los episodios de sangrado severos
que puedan poner en riesgo la vida, especialmente en cabeza, cuello, torax, y el tracto
gastrointestinal, el tratamiento con el factor debe iniciarse de inmediato, incluso antes de
que se complete la evaluacion de diagnostico. La administracion de desmopresina puede
elevar el nivel de FVIII de tres a seis veces los niveles de referencia, para controlar el
sangrado en pacientes con deficiencia leve y algunos casos de moderada. La
inmovilizacion del area afectada, reposo, hielo, compresion y elevacion puede utilizarse
como tratamiento complementario para el sangrado en los masculos y las articulaciones.
Cuando los concentrados de factor de coagulacion no estan disponibles, el acceso a los
componentes sanguineos seguros tales como plasma fresco congelado y crioprecipitado,
son una opcion en la terapia de sustitucién. La terapia a demanda consiste en el
tratamiento administrado en el momento de la hemorragia clinicamente evidente, este se
utiliza en los casos de hemofilia leve y moderada, asi como en los casos de hemofilia
grave siendo en estos Gltimos pacientes de gran utilidad el uso de terapia profilactica. La
dosis e intervalo del factor deficiente dependera del sitio y tipo de sangrado.

Profilaxis.

La prevencidon de la hemorragia se puede lograr mediante el reemplazo del factor
profilactico. La profilaxis previene el sangrado y la destruccion articular y debe ser el
objetivo principal de la terapia con el fin de preservar la funcion musculo esquelética.
Esta puede clasificarse en primaria, secundaria o terciaria. La terapia primaria consiste en
la terapia continua tratando de llevar el tratamiento a 52 semanas durante el afio o por lo
menos cubrir el 85%, que corresponde a 45 semanas. Con un inicio de la terapia en
ausencia de afeccion de las articulaciones por la enfermedad, determinado mediante un
examen fisico y/o estudios de imagen, y antes de la segunda gran hemorragia articular
clinicamente evidente y de la edad de 3 afios. Profilaxis secundaria que consiste en la
terapia continda. Con un inicio de la terapia después de 2 o mas hemorragias en
articulaciones grandes como son tobillos, rodillas, caderas, codos y hombro y antes de la

12



aparicion de la afeccion de las articulaciones documentado por estudios de examenes
fisicos y de imagen. Terapia terciaria es el tratamiento que inicia posterior a la afeccion
en articulaciones documentado mediante un examen fisico y las radiografias simples de
las articulaciones afectadas. Hay dos protocolos de profilaxis en la actualidad: el
protocolo de Malmd: 25-40 Ul / kg por dosis administrada tres veces por semana, y el
protocolo de Utrecht: 15-30 Ul / kg por dosis administrada tres veces a la semana.'® En
la actualidad el tratamiento profilactico ha mostrado su superioridad vs tratamiento a
demanda en la calidad de vida de los pacientes con hemofilia. Aproximadamente el 10-
15% de los nifios con hemofilia grave tienen un fenotipo menos grave con una baja
frecuencia de hemorragias articulares en los que su comportamiento determinara si
requieren profilaxis. Ademas la dosis, el intervalo de la profilaxis debe adaptarse de
forma individual.

La mayoria de los pacientes con hemofilia A son tratados con terapia de reemplazo a base
de FVIII utilizando ya sea derivado plasmatico o productos recombinantes.'®’ Los
derivados plasmaticos fueron los primeros productos disponibles comercialmente, los
cuales derivan de grandes pools de plasma humano. La principal discusion hasta la fecha
ha sido su seguridad en cuanto a la transmision de patégenos. Con el uso de nuevos
métodos de inactivacion y eliminacion viral, la transmision de patégenos de hepatitis B y
C y el VIH han mejorado notablemente la seguridad. Hasta la fecha no se ha reportado
transmision de patdgeno por productos recombinantes. Los factores recombinantes de
primera generacion contenian albumina de suero humano o bovino, la segunda generacion
tenian estabilizadores no proteicos, pero todavia se utiliza pequefias cantidades de
material derivado de humano/animales, mientras que la tercera generacion de Factor V111
carecen totalmente de proteina bovina / humana. Factor VIII puede ser "de dominio
completo" o "dominio B suprimido”, producida en rifién de hamster bebe o en células de
ovario de hamster chino. 1618

Induccion de la tolerancia inmune (ITI)

Se refiere a la exposicion del paciente con el factor de manera regular, frecuente y
prolongada con el objetivo de inducir la tolerancia inmune. IT1 es actualmente el pilar del
tratamiento para erradicar el inhibidor, particularmente en pacientes con hemofilia A
grave. Los posibles mecanismos que inducen a la tolerancia incluyen, inhibicién de la
memoria en las células B e induccion de anergia en las células T. En general, ITI es
exitoso en 70% de los pacientes con hemofilia A y 30% de aquellos con hemofilia B.
Cuando se tiene éxito, los pacientes pueden volver a utilizar concentrados de factor para
la prevencion y tratamiento de los eventos de hemorragia.

En México, la mayoria de los pacientes con hemofilia reciben terapia a demanda, pero el
namero de nuevos pacientes que reciben profilaxis primaria o secundaria de acuerdo a las
guias clinicas recientes estd aumentando en los principales centros de atencién de salud.
Cuando los pacientes desarrollan inhibidores, son tratados con agentes de via alterna
(aPCC o FVII) de acuerdo con los criterios internacionales. En los ultimos afos, este tipo
de terapia no era disponible en México de manera rutinaria, de forma alternativa, los
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pacientes con inhibidores eran tratados con dosis elevadas de factor VIII en bolo o
infusidn continua, y en algunas ocasiones aunado al uso de esteroides. Aungque este no es
el tratamiento de eleccion en algunos casos la hemorragia se pudo resolver y en los casos
en los que no habia respuesta se utilizaba la terapia de via alterna.’®

A pesar de que la terapia de tolerancia inmune puede erradicar los inhibidores, este
tratamiento es ineficaz en aproximadamente el 30% de los pacientes y puede ser costoso.
Por lo que el empleo de agentes de via alterna, son bien tolerados y eficaces en la gestion
de episodios hemorragicos en pacientes con inhibidores.

En la actualidad los productos disponibles para el tratamiento y prevencion de los eventos
hemorréagicos en pacientes con inhibidores son el FVII recombinante activado (FVIla) y
complejo coagulante anti inhibidor (aPCC). FVII recombinante promueve la hemostasia
mediante la amplificacion del factor tisular inicial siendo capaz de activar FX
directamente sobre la superficie de las plaquetas activadas independientes de FVIIla o
FIXa. El aPCC contiene FII, FIX, FX, complejo de protrombinasa (FII-FXa) y una
pequefia cantidad de FVII activado. Su mecanismo de accién no se comprende
completamente, pero hay una fuerte evidencia de su efecto sobre la protrombina y el
complejo de protrombinasa para el efecto hemostético. La variacion en la respuesta al
tratamiento y la falta de métodos validados para evaluar y monitorizar la respuesta del
efecto hemostatico en pacientes con inhibidores es incierto.?

Profilaxis usando aPCC.

En el estudio de Pro-FEIBA, realizado en pacientes >2afios de edad con un inhibidor de
alta respuesta y eventos hemorragicos frecuentes, fueron tratados con la terapia de via
alterna y asignados al azar, en dos grupos. El primero tratado con profilaxis con aPCC a
dosis 85 Ul/kg 3 veces por semana y el segundo con tratamiento a demanda. Entre los
26 pacientes incluidos en el analisis, las hemorragias articulares se redujeron de 10.8 a
4.2 eventos en un periodo de 6 meses. Se observo pobre respuesta en un 38%. Los que
presentaron buena respuesta a aPCC también demostraron mejoras en la calidad de vida.?

Profilaxis usando FVlla

Un estudio multicéntrico, doble ciego, aleatorizado, de 22 pacientes con hemofilia A e
inhibidor de alta respuesta fueron asignados al azar para recibir FVVIla a dosis de 90 0 270
mg/kg /dia durante un periodo de 3 meses. Durante los 3 meses los episodios de sangrado
se redujeron de 5.6 a 3.0 y de 5.3 a 2.2 eventos de sangrado respectivamente. Las
hemorragias articulares se redujeron 61% y 43%. La calidad de vida también mejoro, asi
como reduccion en las hospitalizaciones y dias perdidos de la escuela o el trabajo.*?

La profilaxis durante la induccion de tolerancia inmune

Actualmente, el uso de FVIla o aPCC para la profilaxis durante ITI es reservado para los
pacientes con hemorragia a pesar de un régimen de ITI de dosis alta y un titulo de
inhibidor al inicio >10 UB. Una vez que el titulo del inhibidor cae a < 10 UB o cuando
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hay recuperacion del factor medible, la indicacion clinica para la profilaxis debe ser
reevaluado. ?

Eleccion del agente

Tanto aPCC y FVlla pueden reducir la frecuencia de los episodios de sangrado. La
eleccion del agente dependerad de la situacion clinica actual y la eficacia individual.
Debido a que el aPCC contiene una pequefia cantidad del FV1I1, que puede conducir a un
aumento en el titulo del inhibidor, su uso se evita a menudo antes del inicio de la ITI.
Dada la falta de eficacia de vista en algunos pacientes, en los estudios ProFEIBA y
FENOC, la capacidad de respuesta de un paciente a un agente de via alterna especifico
necesita ser evaluado y ajustado a las condiciones individuales de cada paciente. Por
ultimo, el tratamiento diario con FVII, dada su vida media mas corta, es dificil y costoso
cuando se usa durante periodos prolongados, lo que favorece una ventaja del aPCC
comparado con el FV1la en la profilaxis de de rutina. *

Ensavo de generacion de trombina.

Las anomalias hemostéticas tradicionalmente han sido evaluadas por los tiempos de
coagulacion de plasma, como tiempo de protrombina (TP)y el tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPa). Sin embargo, estos ensayos de coagulacion estandar no reflejan
la generacidn total de trombina, debido a que s6lo miden el inicio de la formacion del
coagulo y no su velocidad o extension total, y pueden no ser sensibles a la
hipercoagulabilidad o hipocoagulacion. En consecuencia, estas pruebas no pueden
reflejar con precision el riesgo de sangrado de un paciente o estado hemostatico
real.2!Estos ensayos hemostaticos convencionales, utilizan el primer pico de formacion
de fibrina, cuando solo se forma menos del 5% de la trombina, mientras que el ensayo
de generacion de trombina (EGT) y Tromboelastografia (TEG) miden la dindmica de
coagulacion en tiempo, y reportan los resultados en formas de un Trombograma o
tromboelastograma que proporcionan informacién més detallada sobre el proceso de
coagulacién y pueden reflejar ya sea la hipo o hipercoagulabilidad. Por lo que estos
ensayos, son posibles métodos para monitorizar las terapias de via alterna.?

Se han propuesto escenarios en los que estos ensayos podrian proporcionar datos
importantes en la toma de decisiones terapéuticas de los pacientes con hemofilia. Estos
incluyen el fenotipo individual de cada paciente, individualizacion de la terapia
profilactica para los pacientes con o sin inhibidores, la individualizacién de la terapia de
via alterna para el manejo de hemorragias y ante un evento quirdrgico, asi como evaluar
el nivel hemostatico de las nuevas terapias en desarrollo clinico.?

Tromboelastografia (TEG) y los ensayos de generacion de trombina (EGT) son ensayos
hemostéaticos altamente sensibles que han surgido como herramientas para evaluar la
capacidad de coagulacion y la generacion de trombina en plasma. TEG mide la dinamica
de la formacion de coagulos en la sangre que resulta en una variedad de parametros de
coagulacion [R (tiempo de coagulacion), K y el angulo (propagacion de coagulos), MA
(rigidez méaxima de codgulo ) y G (coagulo de médulo elastico)]. EGT mide la generacion
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de trombina a traves de una variedad de parametros de coagulacion, incluyendo el tiempo
de retardo (lagtime), la concentracion pico de trombina (peak), velocidad de generacién
de trombina y potencial de trombina endégeno (ETP) que refleja la cantidad méxima de
trombina que una muestra puede generar. Por lo tanto, la sensibilidad de estos ensayos
puede demostrar diferencias sutiles en la formacidn de trombina y la cinética de coagulo.
El TEG se puede utilizar para medir la cinética global de la generacion de trombina y la
eficiencia de todos los sistemas de activacion e inactivacion de la coagulacion. Ambos
métodos han sido propuestos como herramientas para la optimizacion de la dosis y la
duracion de las terapias de via alterna. El ensayo de TEG se puede evaluar en dos medios
que son, plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP), siendo el
PRP que ha mostrado mayores resultados durante la generacion de trombina esto puede
ser explicado por la contribucion de las plaquetas presentes que resulta en una mayor

generacion de trombina en comparacion con PPP en donde las plaquetas se han reducido.
23,24,25

La medicion de los parametros del ensayo de generacion de trombina se han utilizado
para monitorizar los agentes de via alterna tales como el factor VII recombinante
(Novoseven, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) o derivados de plasma de complejo
coagulante anti inhibidor (FEIBA, Baxter, Viena, Austria). La experiencia en general es
todavia bastante limitada. Sin embargo, los resultados preliminares parecen
prometedores.

En 2010 Yesim Dargaud y col. realizaron un estudio para evaluar la respuesta de los
agentes de via alterna a dosis escalonadas a través del ensayo de generacion de trombina,
mediante un protocolo de 3 pasos estandarizados, de 6 pacientes con hemofilia grave con
inhibidor de alta respuesta, en 10 procedimientos invasivos electivos, con un control de
96 varones sanos (Pasol) Evaluar la capacidad de generacion de trombina in vitro con
concentraciones crecientes de FVlla (0, 90, 180, 200, 240, y 270 mg / kg) y aPCC (0,
75, y 100 Ul / kg) para determinar la dosis minima de cada agente que normalizara la
capacidad generacion de trombina (Paso2) De confirmacion ex vivo en la que la
capacidad de generacion de trombina se mide antes y después de la administracion de la
terapia de via alterna para dar un mejor perfil hemostatico en base al que mostré el mejor
perfil hemostatico en la prueba anterior; y (Paso3) el seguimiento de la dosis elegida
durante la cirugia y postoperatorio. La eficacia hemostatica del FVl1la se evalu6 utilizando
plasma rico en plaquetas (PRP). El aPCC se evalué usando plasma pobre en plaquetas
(PPP). La respuesta a cada uno de los agentes de via alterna en base a la dosis, tipo de
agente, horario de administracion fue diferente en cada paciente, habiendo relacion entre
la prueba realizada in vitro a la realizada in vivo.?®

Otro estudio reciente en México fue realizado por Luna-Zaizar y col., con el objetivo de
investigar la utilidad de GT para predecir la respuesta al FVIIl y aPCC en pacientes con
hemofilia A grave con inhibidores de alta respuesta, en 189 pacientes conocidos 0 con
sospecha de ser portador de inhibidor FVIII, en 20 instituciones de salud en México, se
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encontraron 47 pacientes (24.9%) con titulos altos y 25 (13.2%) con titulos bajos de
inhibidor, con un rango de edad entre 7 y 62 afios con una media de 14 afios. Se obtuvieron
muestras de sangre sin tratamiento reciente o con al menos 5 dias desde la tltima infusion
de FVIII purificado. Anélisis GT se hizo en plasma pobre en plaquetas (PPP) obtenido
por centrifugacion y se congelaron a -80 ° C hasta su uso, se obtuvieron ademas controles
de plasma normal a partir de muestras de sangre de 35 voluntarios sanos. Para las pruebas
de EGT, se definid la respuesta positiva a los agentes terapéuticos con un potencial
endogeno de trombina >60% de plasma normal. Se concluyd una concordancia entre la
clinica y la respuesta a las infusiones de FVIII in vitro en 28/40 (70%) pacientes. Todos
los plasmas con inhibidores mostraron en respuesta a aPCC in vitro de una manera
dependiente de la dosis. Al evaluar cuantitativamente la capacidad de formacion de
trombina en una muestra de plasma, la GT es una poderosa herramienta que permite la
individualizacion del tratamiento y la optimizacion de los recursos terapéuticos para los
eventos hemorragicos en pacientes con inhibidor positivo y asi mejorar la rentabilidad
global de tratamientos profilacticos y cirugia. La TEG y TGA pueden facilitar la
evaluacion de riesgo de sangrado y complicaciones tromboticas y ayudar a los clinicos de
un paciente optimizar la dosificacion estrategias y ofrecer pautas de tratamiento
individualizados. %’
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hemofilia A es el trastorno hemorragico hereditario mas frecuente, ligado al
cromosoma X, con una incidencia de 1 en 5000 — 10 000 nacimientos, siendo la forma
grave la forma de presentacion mas frecuente. En la actualidad su asociacion con la
presencia de inhibidor se ha visto en incremento, con una incidencia estimada entre 8%
y 14%.

Los eventos hemorragicos espontaneos y recurrentes son la presentacion clinica méas
frecuente, sobre todo en aquellos con una actividad de factor <1%. Con la presencia de
inhibidores se dificulta el manejo sobre todo en los eventos hemorragicos, incrementando
la morbilidad y mortalidad ademas de los costos.

En la actualidad nuevas herramientas para promover la hemostasia en estos pacientes se
estan empleando, como la tolerancia inmune, pero existe una pequefia proporcion de
hasta un 30 % que no habra una respuesta adecuada y en ellos la terapia de via alterna
puede proporcionar una hemostasia adecuada e incluso prevenir el sangrado cuando se
usa de forma profilactica.

Por lo que determinar la opcion terapéutica mas eficaz, dosis 6ptima y la frecuencia de
administracion de un agente de via alterna para el tratamiento del evento hemorragico
agudo o0 preparacion para una cirugia en estos pacientes representarian un avance
importante en relacion al manejo. Debido a que no se cuentan con ensayos especificos
que permitan monitorizar la actividad de estos agentes, esto representa un area donde la
aplicacion practica de nuevos ensayos puede proporcionar un mejor entendimiento de la
respuesta de los pacientes a las terapias de via alterna.

La prueba de generacion de trombina para la gestién de estos agentes ha mostrado ser
una herramienta de laboratorio prometedora que puede ayudar a los médicos al
entendimiento de la respuesta individual y monitorizar el tratamiento hemostatico en
pacientes con inhibidores.

4.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué parametros del ensayo de generacién de trombina in vitro son significativos para
evaluar el tratamiento de via alterna en pacientes con hemofilia A grave con inhibidor?

4.2 HIPOTESIS

Los parametros del ensayo de generacion de trombina son eficaces para la monitorizar la
respuesta al tratamiento con las terapias de via alterna en los pacientes con hemofilia A
grave con inhibidor.
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5. JUSTIFICACION

La hemofilia A es el trastorno de la coagulacion més frecuente, ya que constituye el 80%
de los casos de hemofilia. De acuerdo a la Federacion Mundial de Hemofilia en el 2013
se estimo un total de 176,211 personas con hemofilia. En México hay un total de 4 776
pacientes con hemofilia de los cuales, 3 847 tienen hemofilia A siendo el 32% menores
de 18 afios de los cuales, 194 pacientes presentan inhibidor positivo. La manifestacion
principal de los pacientes con hemofilia A son los eventos hemorragicos que pueden ser
fatales en caso de no establecerse una terapia oportuna y adecuada, siendo esto ain mas
complejo en el caso de pacientes con presencia de inhibidor, ya que los riegos de
morbilidad y mortalidad asi como los costos de atencion se incrementan de manera
sustancial, causando un impacto no solo en el paciente sino en sus familias, afectando de
manera directa su calidad de vida. Por estos motivos un manejo méas especifico e
individualizado de los pacientes con hemofilia A e inhibidor, mejoraria las expectativas
de vida, a través de una terapia dirigida.

La hemostasia y sus anomalias han sido evaluadas tradicionalmente por los tiempos de
coagulacién del plasma, como tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPa). Sin embargo, estos parametros no reflejan la generacion total de
trombina, miden so6lo la iniciacién de la formacion de coagulo y no su velocidad o
extension total, y pueden no ser sensibles a la hipercoagulabilidad o hipocoagulacion. En
consecuencia, estas pruebas no pueden reflejar con precision el fendmeno de sangrado de
un paciente ni optimizar la dosis y grado de respuesta a la terapia empleada.

La prueba de generacion de trombina, traduce la cinética global de la generacion de
trombina y la eficiencia de todos los sistemas de activacion e inactivacion de la
coagulacion, representa una herramienta de laboratorio prometedora que puede ayudar a
los medicos a monitorizar el tratamiento hemostatico de las terapias de via alterna en
pacientes con inhibidor. Su aplicacion podria mejorar nuestra comprension de los
resultados de ensayos clinicos y mejorar nuestra capacidad de seleccionar la mejor dosis
de reemplazo de factor. Esto a su vez, deberia reducir el costo de la atencién para los
pacientes con hemofilia A con inhibidor al optimizar el recurso terapéutico, mejorando
simultaneamente la calidad de vida del paciente.

Al ser la UMAE HP CMNO, un centro de referencia en el Occidente de nuestro pais, y
contar con los recursos humanos y farmacoldgicos necesarios, asi como pacientes con
estas caracteristicas, se plantea conocer la respuesta de cada paciente hacia las terapias
de via alterna, lo cual aportaria informacion valiosa sobre el agente al que responde
mejor el paciente y la dosis ideal para una adecuada hemostasia, con el fin de dirigir el
tratamiento en cada uno de ellos.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el tratamiento en los pacientes con hemofilia A grave con inhibidor mediante el
ensayo de generacion de trombina.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Conocer los valores basales de los parametros del ensayo de generacion de trombina
en el plasma de los pacientes con hemofilia A grave con inhibidor sin tratamiento de via
alterna.

2) Conocer las modificaciones de los pardmetros de generacion de trombina en el plasma
de los pacientes con hemofilia A grave con inhibidor, adicionando in vitro los
tratamientos de via alterna disponibles, a las dosis equivalentes administradas a los
pacientes.

3) Correlacionar los parametros clinicos y hematoldgicos de la respuesta al tratamiento
en los pacientes con hemofilia A grave con inhibidor con el ensayo de generacion de
trombina.

4) Evaluar la utilidad del ensayo de generacion de trombina para monitorizar el
tratamiento de via alterna en los pacientes con Hemofilia A grave con inhibidor.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO:
Se realizara un estudio transversal, analitico.
7.2 UNIVERSO DE ESTUDIO:

Pacientes menores de 16 afios con el diagnostico definitivo de hemofilia A grave con
inhibidor, cuyos plasmas seran expuestos in vitro a la aplicacion de las terapias de via
alterna disponibles en la UMAE Hospital de Pediatria CMNO, para su evaluacion a dosis
equivalentes a las administradas en ellos, mediante el ensayo de generacion de trombina.

7.3 TAMANO DE LA MUESTRA:

Es una muestra por conveniencia, en la cual se incluiran a todos los pacientes
pediatricos con diagndstico de hemofilia A grave con inhibidor, dados de alta en el
hospital de Centro Nacional de Médico de Occidente, Unidad Médica de Alta
Especialidad Pediatria.
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8. CRITERIOS DE SELECCION

8.1 CRITERIOS DE INCLUSION:

e Ser derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social
e Edad entre 6 meses a 15 afios 11 meses

e Cuente con consentimiento informado

e Porcentaje de actividad del factor VIII menor al 1%

e Presencia de inhibidor > 1 U Bethesda

8.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Hemofilia A leve 0 moderada

e Hemofilia A grave sin inhibidor

e Otras alteraciones de la coagulacion asociadas con Hemofilia A grave con
inhibidor

e Aplicacion de factor 48 hrs previas al estudio

e Ingesta de medicamentos que afecten a las plaquetas o al sistema de coagulacion

9. DEFINICION DE LAS VARIABLES
9.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

Edad:
Peso:

Tipo de inhibidor

9.2 VARIABLE DEPENDIENTE.:
Edad al diagnostico del inhibidor
Cuantificacion inicial del inhibidor
Ultima cuantificacion de inhibidor
Tiempo de evolucion del inhibidor
Eventos hemorragicos por afio

Dosis promedio de complejo coagulante anti-inhibidor (aPCC) administrado en los
eventos hemorragicos

Dosis promedio del factor VII (FVIla) administrado en los eventos hemorragicos

Respuesta clinica al tratamiento
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Inhibidor de baja respuesta

Inhibidor de alta respuesta

Tiempo protrombina

Tiempo parcial de tromboplastina activado
Dosis del aPCC administrado

Dosis del FVIla administrado
Cuantificacion basal del FVIII previo aPCC
Cuantificacion basal del FVIII previo FVila
Pico de trombina con aPCC

Pico de trombina con FVlla

Tiempo para el pico con aPCC

Tiempo para el pico con FVlla

Potencial de trombina endégeno con aPCC
Potencial de trombina enddgeno con FVlla
Velocidad de formacion de trombina con aPCC

Velocidad de formacién de trombina con FVlla

9.3 DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES INTERVINIENTES

EDAD

DEFINICION CONCEPTUAL: Es el tiempo transcurrido a partir del nacimiento de una
persona.

DEFINICION OPERACIONAL: Es el tiempo transcurrido a partir del nacimiento hasta
los 16 afios de edad.

PESO

DEFINICION CONCEPTUAL: Peso de la materia contenida en un cuerpo, medida a
través de su densidad fisica.

DEFINICION OPERACIONAL.: Peso del individuo expresado en gramos.
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INHIBIDOR

DEFINICION CONCEPTUAL: Respuesta inmune y formacion de anticuerpos
policlonales hacia FVIII, por endocitosis, procesamiento y presentacion de péptidos a
través de las moléculas de HLA de clase Il en la superficie celular a las células T CD4,
expresado en unidad Bethesda.

DEFINICION OPERACIONAL: Presencia de complejos inmunes hacia el FVIII
expresado en unidades Bethesda.

UNIDAD BETHESDA

DEFINICION CONCEPTUAL.: Se define como la cantidad de inhibidor necesaria para
inactivar 50% de FVIII en un volumen igual de plasma normal.

DEFINICION OPERACIONAL: Reporte de laboratorio de la cuantificacion de inhibidor
expresada en unidades Bethesda.

INHIBIDOR DE BAJA RESPUESTA:

DEFINICION CONCEPTUAL: Respuesta inmune y formacion de anticuerpos
policlonales hacia FVI1II expresado por debajo de 5 unidades Bethesda.

DEFINICION OPERACIONAL: Reporte de laboratorio de la cuantificacion de inhibidor
expresada por debajo de 5 unidades Bethesda.

INHIBIDOR DE ALTA RESPUESTA:

DEFINICION CONCEPTUAL: Respuesta inmune y formacion de anticuerpos
policlonales hacia FVI11I expresado por arriba de 5 unidades Bethesda.

DEFINICION OPERACIONAL.: Reporte de laboratorio de la cuantificacion de inhibidor
expresada por arriba de 5 unidades Bethesda.

TIEMPO DE PROTROMBINA

DEFINICION CONCEPTUAL: Prueba de laboratorio que informa sobre la normalidad
o0 alteracion en los niveles de los factores que intervienen en la via extrinseca de la
coagulacién, evaluando la actividad de los factores I, 11, V, VIl y X.

DEFINICION OPERACIONAL: Tiempo que tarda en coagular la sangre cuantificando
in vitro la via extrinseca de la coagulacion, expresada en segundos

TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA ACTIVADO:

DEFINICION CONCEPTUAL.: Prueba de laboratorio que informa sobre la normalidad
o alteracion en los niveles de los factores que intervienen en la via intrinseca de la
coagulacion, evaluando la actividad de los factores XII, X1, IX, VIII, X, Vy .
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DEFINICION OPERACIONAL.: Tiempo que tarda en coagular la sangre cuantificando
in vitro la via intrinseca de la coagulacién, expresada en segundos.

EVENTO HEMORRAGICO:

DEFINICION CONCEPTUAL: Presencia de sangrado activo que se presente en
mucosas, tejidos blandos, musculos, articulaciones y/o sistema nervioso central de
manera espontanea o traumatica.

DEFINICION OPERACIONAL: Presencia de eventos sangrado a cualquier nivel
reportados en el altimo mes.

RESPUESTA CLINICA AL TRATAMIENTO:

DEFINICION CONCEPTUAL.: Es la individualizacion posoldgica u optimizacion de los
tratamientos farmacoldgicos, a fin de alcanzar la maxima eficacia terapéutica con la
minima incidencia de efectos adversos

DEFINICION OPERACIONAL: Evaluacién de la respuesta a la terapia con el uso de
agentes de via de alterna medible en escala de 0-4, teniendo en cuenta respuesta positiva
para valores de 3-4 y respuesta negativa para valores de de 0-2

ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA:

DEFINICION CONCEPTUAL.: Medicion de la generacién de trombina en la formacion
de coagulos a través de una variedad de parametros de coagulacion, incluyendo pico de
trombina, tiempo para el pico, potencial de trombina enddgeno y velocidad de formacion
de trombina que refleja la cinética de trombina que una muestra puede generar el coagulo.

DEFINICION OPERACIONAL: Para fines del estudio se mediran los parametros de
generacion de trombina en estado basal y en el plasma del paciente, extrapolando las
dosis administradas con los agentes de via alterna, y evaluar de manera in vitro, la
respuesta de generacién de trombina.

9.4 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION TIPO DE ESCALA DE UNIDAD DE MEDICION
CONCEPTUAL VARIABLE MEDICION
Edad Es el tiempo transcurrido a Cuantitativo Nominal Afios
partir del nacimiento
Continua
Peso Peso de la materia contenida Cuantitativo Nominal Gramos
en la unidad de volumen

Respuesta Estado de salud del paciente Cualitativa 0 Mala Expediente clinico
clinica al
tratamiento 1 Regular

2 Buena
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3 Muy buena

4 Excelente
Eventos Presencia de sangrado activo | Cuantitativo Nominal, politémica Ndmero eventos
hemorragicos en mucosas. Incremento de hemorragicos.
volumen, dolor, calor y rubor,
limitacion de la funcién en
tejidos blandos y
articulaciones.
Generacion de | Tiempo de inicio (lagtime) Cuantitativa Medidas de tendencia | Minutos
trombina con discreta central
plasma pobre en
plaquetas
Potencial endogeno de
trombina (ETP) Cuantitativa Medidas de tendencia
discreta central Nano moles por minutos
Pico (peak)
Cuantitativa Medidas de tendencia | Nano moles.
discreta central
Velocidad de generacién de | Cualitativa Medidas de tendencia
trombina discreta central Nano moles por minutos
Inhibidor Anticuerpo presente contra | Cuantitativo Medidas de tendencia | Unidades Bethesda
FVIIl discreto central
Factor VIII Cantidad de factor FVIII | Cuantitativo Medidas de tendencia | Porcentaje
presente en el plasma discreto central
TP Prueba de Ilaboratorio que | Cuantitativo Medidas de tendencia | Segundos
mide los  factores de | discreta central
coagulacion de la via
extrinseca
TTPa Prueba de Ilaboratorio que | Cuantitativo Medidas de tendencia | Segundos
mide los  factores de central
coagulacion de la  via | Discreta

intrinseca

9.5 TRATAMIENTO DE ViA ALTERNA ANALIZADO EN EL PROYECTO.

Debido a causas ajenas al protocolo por la reparacion tardia del fluorometro, no pudieron
realizarse los ensayos de valoracion de respuesta al FVIla, por lo cual el anélisis la
respuesta in vitro fue realizado dnicamente con el aPCC.

El calculo de dosis del aPCC in vitro se calculé a partir del rango de dosis terapéutica
administrada a los pacientes pediatricos durante los eventos agudos de sangrado de

acuerdo a las siguientes consideraciones:

25




Presentacion de aPCC: 1000 U dilucion 20 ml de agua inyectable
Concentracion: 50Ul / ml = 0.05Ul /uL

Dosis terapéutica: 50U / 100U / 200 U
Dosis de plasma: 30mL/Kg

Cada 30 mL de plasma contiene 50 Ul de aPCC
Cada 1 mL de plasma contiene 1.7Ul de aPCC

DOSIS DE 50 U/Kg DOSIS DE 100 U/Kg DOSIS DE 200 U/Kg

50U —— 30 mL oo —— 30 mL |2000 —— 30 mL
1.7 @ —— 1 mL 34U —— 1 mL 6.8 —— 1 mL
0.17U 0.1 mL 0.34U 0.1 mL 068U — 01 mL

Partiendo del aPCC a una concentracion de 0.05U / pL

0.05 Ul en 1pL 0.17Uen3.4 pL

0.05 Ul en 1pL 0.34Uen6.8 pL

0.05 Ul en 1pL 0.68 Uen 13.6 pL

En cada 100 mL de plasma pacientes contiene.

96.6 uL Plasma +3.4 yL aPCC (0.05UlenlpyL) —— 05U/mL
93.2 yL Plasma +6.8 uL aPCC (0.05UlenlpyL) ——  1.0U/mL
86.4 puL Plasma +13.6 pL aPCC (0.05UlenlpL) ——  2.0U/mL

10. ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos fueron obtenidos de la hoja de recoleccion de datos, capturados con el programa
Microsoft Office Excel 2007. Para estadistica descriptiva se utilizé medidas de tendencia
central y dispersion; se utilizd Chi-cuadrada en el caso de las variables cualitativas con
distribucion normal y se aplico prueba de T-student para variables cuantitativas con
distribucion normal mediante el programa SPSS version 20.

26



11. CONSIDERACIONES ETICAS:

Esta investigacion respeta de forma primordial la declaracion de Helsinki de 1964. Se
apega a la Ley General de Salud en materia de Investigacion y a la Normatividad
Institucional del IMSS. Por la naturaleza del estudio se considera de riesgo, por lo cual
se requiere consentimiento informado, el cual serd firmado por el padre o tutor
responsable del menor, previo conocimiento del estudio, al momento de la toma de
muestra. El protocolo serd sometido a revision por el Comité Local de Investigacion 1302
de la unidad.

12. DESARROLLO DEL ESTUDIO

Se estudiaran pacientes pediatricos que cumplan con los criterios de inclusién, con previo
consentimiento informado de los tutores, quienes seran citados para la toma de muestra
sanguinea, la cudl sera realizada por personal especializado para obtener tres tubos de
tapa azul con citrato de 3.5 mL, de los cuales uno se utilizara para estudio de tiempo de
protrombina, tiempo parcial de tromboplastina activado, determinacion de factor VIII e
inhibidor, dos tubos para la obtencion de plasma pobre en plaquetas (PPP), para la
realizacion del ensayo de generacion de trombina y un tubo de tapa morada con EDTA
para extraccion de DNA para estudio molecular en ensayos posteriores. Las muestras
seran procesadas y conservadas de acuerdo a las técnicas estandarizadas. A partir de los
PPP de los pacientes, se evaluardn los pardmetros de generacién de trombina en
condiciones basales en ausencia del tratamiento y posteriormente, seran adicionados el
FVllay el aPCC a las dosis equivalentes a las empleadas en el paciente asi como otras
dosis con las que se logre la respuesta hemostatica idonea. La referencia del nivel
hemostatico 6ptimo se obtendra de un pool de plasmas de 15 menores masculinos en
edades equivalentes con coagulacién normal, que sera corrido de forma paralela con los
PPP de los pacientes.

13. ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

13.1 RECURSOS Y FINANCIAMIENTO
13.1.1 HUMANOS

Director de Tesis: Dra. Janet Soto Padilla

Médico Hematdlogo Pediatra adscrito al servicio de Hematologia Pediatrica de la
UMAE Hospital de Pediatria CMNO

Domicilio: Belisario Dominguez No. 735. Col. Independencia CP. 44340

Email. sirenajanet@hotmail.com

Asesor Metodologico: Dra. Ana Rebeca Jaloma Cruz
Division de Genética, Centro de Investigacion Biomedica de Occidente
Sierra Mojada 800. Col. Independencia CP. 44340
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Email. arjaloma@gmail.com

Asesor Metodoldgico: Dra. Hilda Luna Zaizar

Centro Universitario de Ciencias exactas e Ingenierias / Departamento de Quimica
Universidad de Guadalajara.

Guadalajara, Jalisco.

Email. hiluna90@yahoo.com.mx

Tesista: Dra. Anabel Beatriz Ramirez Ramirez

Médico residente del segundo afio en la subespecialidad de Hematologia Pediatrica de
la UMAE Hospital de Pediatria CMNO.

Domicilio: Belisario Dominguez No. 735. Col. Independencia CP. 44340

Email. midavi-ae@hotmail.com.mx

13.1.2 MATERIALES

Hojas, boligrafos, computadora, impresora.

Software Microsoft Office, Windows XP (Word, Excel y Power Point).
13.1.3 FINANCIEROS

Los gastos generales para realizar este protocolo seran cubiertos por el investigador. Los
gastos que se generaron para el abordaje clinico de pacientes y la terapéutica es cubierta
con recursos de la institucion.
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14. RESULTADOS
CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

En el hospital de UMAE HP CMNO se cuenta con un registro aproximado de 145
pacientes con hemofilia A de los cuales 11 pacientes presentan inhibidor positivo, lo que
corresponde a un 7.5% de la poblacion. En el estudio se incluyeron 9 pacientes que
cumplieron los criterios de inclusion para participar en el estudio. Entre 2 a 13 afios con
una mediana de edad de 7.6 afios. De los cuales el 4 (45%) corresponden a menores de 5
anos, 2 (22%) con edades entre 6 a 10 afios y 3 (33%) mayores de 11 afios. La prueba de
TTPa fue anormal en todos los pacientes como era de esperarse (>180/33.8 segundos;
normal 32.1- 46). La actividad promedio del factor al momento del estudio fue de 0.2%.

La edad promedio de diagnostico de hemofilia fue de 11 meses. De los cuales 2 pacientes
(22%) eran menores de 6 meses al diagnostico, 4 (45%) de 7-12 meses y 3 (33%) de 13
a 24 meses de edad.

[ EDAD AL DIAGNOSTICO DE HEMOFILIA ]

33% EE
= < 6 MESES
= 7-12 MESES

0,
S 13 A 24 MESES

FIGURA 2. EDAD AL DIAGNOSTICO DE HEMOFILIA

BUSQUEDA Y CUANTIFICACION DEL INHIBIDOR

La mediana de edad al diagnostico de inhibidor fue 5 afios, los rangos de edad fueron muy
amplios del.5 afios a 13 afios. Al momento del diagnostico 3 de 9 pacientes presentaron
inhibidor de baja respuesta. Dos de los 3 pacientes con inhibidor de baja respuesta se
encuentran en tratamiento a demanda con dosis altas de factor VIII sin presentar
incremento en la cuantificacion del inhibidor, la cuantificacion inicial en estos dos
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pacientes fue menor a 2 Ul Bethesda. El tercer paciente su cuantificacion inicial fue de
4.4 Ul Bethesda, muy cercano al valor de alta respuesta, presentando eventos recurrentes
de hemorragia tratado con terapia de via alterna, siendo en su Gltima cuantificacion se
reporta como de alta respuesta

Al momento del estudio se realiz6 una nueva cuantificacion de inhibidor en la que 3
pacientes se reportaron como de baja respuesta incluyendo a los dos pacientes de menos
de 2 U Bethesda al momento del diagnostico y en un caso se reporto como negativo. La
maxima determinacion de inhibidor fue de 172 U Bethesda durante el estudio. En todos
los pacientes al momento del diagnostico de inhibidor se suspendio el tratamiento con
FVIII quedando en la mayoria con tratamiento a demanda con agentes de via alterna,
solo los dos pacientes con inhibidor de baja respuesta el tratamiento de los eventos agudos
fue con FVIII a altas dosis. Lo que cabe destacar es que pese a la suspension del
tratamiento el 55% persiste con inhibidor de alta respuesta, lo que sigue siendo una
problemaética, ya que el manejo de estos pacientes en relacion a las terapias de via alterna
es incierto.Ninguno de los pacientes fue sometido a terapia de inmunotolerancia. Solo un
paciente al que se suspendié la profilaxis con FVIII y fue manejado con terapia de via
alterna a 5 afios del diagnostico se reporto como negativo.

Los eventos hemorragicos se presentaron en mas de 3 ocasiones en la mayoria de los
casos, con excepcion de un paciente que no presento ningin evento a 9 meses del
diagnostico de inhibidor de baja respuesta. Los sitios de sangrado fueron principalmente
de alto riesgo ya que involucraban tubo digestivo, sistema genitourinario y de sistema
nervioso central.

Los pacientes tratados con terapia de via alterna el 70% han sido tratados con ambos
agentes. Las dosis al inicio como durante el evento hemorragico fueron establecidas por
el médico tratante, asi como la eleccion del medicamento en base a la clinica al momento
del ingreso al servicio de urgencias y durante su hospitalizacion. En el manejo con aPCC
el 34% se utilizaron dosis <50UI/Kg/do al igual que dosis de 150 a 200U1/Kg/do. En dos
de los pacientes no se ha aplicado el agente previamente. En el caso del FVlla, la dosis
promedio utilizada fue de 51 a 100 mcg/Kg/do en el 33% de los pacientes, éste es el
agente que menos ha sido utilizado como terapia de via alterna. (Figura 3)
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FIGURA 3. DOSIS PROMEDIO ADMINISTRADA aPCC

La evaluacién de la respuesta al tratamiento en base a la clinica fue extraida del
expediente y catalogada en 4 puntos, dando el valor de 0 como mala respuesta, 1 respuesta
regular, 2 buena, 3 muy buena y 4 como excelente. En el caso de 2 de los 9 pacientes la
respuesta no pudo ser evaluada debido a que no han sido expuestos a las terapias de via
alterna. Del resto el 57% se evalu6 como muy buena respuesta. (Figura 4)

RESPUESTA CLINICA
0% o% 0%
H MALA
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FIGURA 4. RESPUESTA CLINICA A LOS AGENTES DE VIiA ALTERNA

ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA

Se midid la generacion de trombina en el 100% de los pacientes, asi como su respuesta a
la exposicion in vitro del plasma de los pacientes con la terapia de via alterna. Los
parametros que se midieron fueron Lagtime (Tiempo de inicio), ETP (Potencial de
Trombina Enddgeno), Peak (Pico), ttPeak (Tiempo al pico) y Vellndex (Velocidad de
generacion de trombina), en cada uno de los pacientes. Se presentan valores basales, y
posterior a la aplicacion de distintas dosis de aPCC, 50Ul/Kg/do, 100UI/Kg/do y
200UI/Kg/do. Observandose el cambio en los parametros comparado con los valores
normales y basales de los pacientes control. Los valores normales corresponden al
promedio de las determinaciones realizadas en alicuotas de plasmas normales +
desviacién estandar. Los resultados presentados corresponden al porcentaje de los
parametros de GT respecto a los de los plasmas normales de acuerdo pareados por edad.

Para la identificacion de los nueve pacientes, se empleara una nomenclatura indicando el
padecimiento y la positividad a inhibidor como sigue: HA Inh-1, con nimero consecutivo
al final para cada paciente. (Figura 5). Seran ilustrados algunos casos representativos del
comportamiento de los parametros de la generacion de trombina.
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PACIENTE

HA Inh-1
HA Inh-2
HA Inh-3
HA Inh-4
HA Inh-5
Tabla 1. LISTA DE NOMENCLATURA DE LOS PACIENTES
HA Inh-6
Se observé que mediante el ensayo de generacion
walliley de trombina 67% de los pacientes genera la
HA Inh-8 suficiente cantidad de trombina en relacion al
control sano, a partir de dosis de 50U/Kg/do, a la
HA Inh-9 dosis de 100U/kg/do, se alcanzan los niveles

adecuados en el 90% de los pacientes.
Considerandose como respuesta adecuada por arriba del 80% en relacion al valor control.
(Figura 5)
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FIGURA 5. CURVA DE GENERACION DE TROMBINA A DIFERENTES DOSIS EN EL PACIENTE HA INH-3 COMPARADA
CON PLASMA NORMAL

Llama la atencion que el 78% de los pacientes, presentan un nivel minimo basal de ETP,
aun siendo pacientes con hemofilia A severa con inhibidor, sélo en el caso de dos
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pacientes la basal se reporta como 0, y esto se correlaciona con el fenotipo hemorragico
de los dos pacientes causado por la presencia del inhibidor. (Figura 6)

HA Inh-5
400 ¢ CCPA | CCPA | CCPA |plasma
E 13-ene-16 | Basal | 0.5U iU 2U | Normal
350 :
i Lagtime 3.0 1.67 2.0 1.67 6.5
300 & ETP 613.6 | 843.49 |1589.88|1086.22
[ Peak 6.31 | 57.08 | 84.72 | 209.38 | 238.67
250 + ttPeak 20.67 75 7 6.33 9
Velindex 033 | 991 | 16.94 | 4487 | 9562

nM Trombina

Tiempo (min)
== Basal_ }  -#= 50u 100 u =< 200U -~

Plasma Normal

FIGURA 6. CURVA DE GENERACION DE TROMBINA A DIFERENTES DOSIS EN EL PACIENTE HA INH-5 COMPARADA CON
PLASMA NORMAL

En el 90% de los pacientes se observa que las dosis elevadas de aPCC de 200UI/Kg/do,
se sale del nivel hemostatico necesario, comparado con el pool control e incluso agota el
sustrato necesario para seguir produciendo trombina en el ensayo lo que podria traducirse
como un incremento en el riesgo de trombosis, siendo gue con dosis menores se logra una
adecuada generacion de trombina. (Figura 7)
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HA Inh-8
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FIGURA 7. CURVA DE GENERACION DE TROMBINA A DIFERENTES DOSIS EN EL PACIENTE HA INH-3 COMPARADA CON
PLASMA NORMAL

Se integraron los valores promedio de parametros del EGT de los nueve pacientes
estudiados respecto al plasma normal que fueron agrupados de acuerdo a las dosis de
tratamiento (Figura 8). Se pudo observar el aumento del ETP en relacion a la dosis
creciente de aPCC administrada, con una P = 0.000001. En el caso de la dosis de
200U/Kg/do la gréafica no muestra un incremento de la generacion de ETP debido a que
el potencial es muy alto desde dosis de 100U/Kg/do, que consume el sustrato e impide
que se siga generando trombina, de manera in vitro, esto habria que correlacionarlo con
pruebas en vivo. El pico también se observa que se va incrementando en relacion al
aumento de la dosis de aPCC con una P=0.000001 indicando que se esta produciendo
una adecuada generacion de trombina. A diferencia el lagtime presenta una P=0.23. La
velocidad de generacion de trombina se acelera en relacion a al aumento de la dosis del

aPCC con una P=0.001.
= | agtime (%)
=ETP (%)
PEAK (%)
Velocidad (%)

CCPAO UI CCPA 0.5 Ul CCPA 1 UI CCPA 2 U
Dosis del agente via alterna

160.0 +
140.0 +
120.0 +
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200 +
0.0 +
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FIGURA 8. Gréfica de valores promedio de parametros del EGT de los nueve pacientes estudiados respecto al plasma
normal
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15. DISCUSION

El manejo de los eventos hemorragicos en el paciente con hemofilia A grave es complejo
y méas aun ante la presencia de inhibidor, ya que incrementa la morbilidad y mortalidad
en cada evento, afectando no solo la calidad de vida del paciente si no de todos en su
nucleo familiar. El tratamiento 6ptimo de los pacientes con hemofilia es la prevencion de
los eventos de sangrado mediante la profilaxis con infusiones regulares de FVIII, ya que
de esta manera se ha mejorado de manera importante la calidad de vida en estos pacientes.
Aunado a un manejo integral, que va desde el ejercicio regular y otras medidas para
estimular el desarrollo psicomotor, control regular del estado de salud y evaluacion
periodica. La mayor complicacion en el manejo de la terapia con FVIII es el desarrollo
de inhibidor resultando en una disminucion significativa de la respuesta de reemplazo con
FVIII, lo que incrementa los eventos de sangrado y en muchas ocasiones elevacion de los
costos en el manejo de estos pacientes. La objetivo en el tratamiento de los pacientes con
inhibidor son dos principalmente, uno es erradicar el inhibidor mediante el uso de
inmunotolerancia, pero este tipo de tratamiento puede llevar tiempo para establecer su
eficacia ademas de incrementar sustancialmente los costos de demanda de FVI1I de hasta
en un 70% (Tunstall 2015).

El otro objetivo es el control de los episodios de hemorragia, el enfoque del tratamiento
depende de factores como la severidad del sangrado, titulo del inhibidor, pero
principalmente de las caracteristicas propias de cada paciente. Para la mayoria de los
pacientes que son altos respondedores, los agentes de via alterna como aPCC o FVlla son
utiles en los eventos de sangrado agudo (Wolfhart 2014).

La complejidad de establecer una dosificacion terapéutica con los agentes de via alterna
de manera dptima y un monitoreo adecuado en pacientes con hemofilia A con inhibidor
representa un desafio para cualquier especialista a nivel mundial. En parte debido a la
variabilidad de cada paciente con respecto a las terapias de via alterna, asi como por las
dificultades que pueden presentarse en el entorno del paciente.

Por lo que un tratamiento dirigido en base a parametros medibles y fiables puede
individualizar el manejo en estos pacientes y con ello mejorar la calidad de vida y
disminuir la comorbilidades. La frecuencia de inhibidores se estima en un 20 a 30% de la
poblacién con hemofilia A. En CMNO UMAE Pediatria la poblacion estudiada es
representativa debido a que en una sola unidad de atencién médica se identificaron 11
pacientes con inhibidor positivo, de los cuales 9 entraron en el universo de estudio.

El estudio demostrd que el ensayo de generacion de trombina es un método eficaz para
evaluar la respuesta de los agentes de via alterna, ya que se observa de manera grafica
que la adicion del agente, al plasma problema, de estar en un nivel basal bajo que no
genera trombina este se incrementa a niveles incluso superiores a los controles utilizando
dosis bajas. El ensayo de generacion de trombina mide las concentraciones reales de
trombina antes y después que se forme el coagulo siendo sensible a las variaciones de
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acuerdo a cada una de las dosis administradas. EI pardmetro que mostr6 mejor
sensibilidad en la generacion de trombina es ETG. Aunque la curva no muestre ser
superior al control en las determinaciones de las tablas se observa que rebasa el 100%,
tomando como una respuesta dptima por arriba del 80%, en ninguno de los pacientes se
demostré que quedara por debajo de los niveles que pudieran predisponer al paciente a
riesgo hemorragico, con un valor por debajo del 30%. (Yilmaz, 2012).

La eficacia clinica de la terapia de via alterna en los pacientes con inhibidor no se puede
evaluar mediante pruebas de coagulacion tradicionales. Las pruebas in vitro con dosis
crecientes con aPCC en el plasma con inhibidor muestra un incremento de la curva de
generacion de trombina dependiente de la dosis y esto se correlaciona clinicamente con
la respuesta de los pacientes ya que en la evaluacién de la respuesta a los agentes de via
alterna se establece como muy buena, ademas la descripcion de los parametros es muy
similar a los resultados de los pacientes in vivo, por ejemplo en el paciente HA Inb-8,
quien presenta eventos de sangrado recurrentes pero no graves que responde a dosis bajas
de aPCC, por el contrario el paciente HA Inh-5 que presenta niveles basales de ETG de
0 que presenta sangrados recurrentes graves principalmente a sistema nervioso central,
debido a la nula actividad del factor que este paciente presenta al momento basal del
estudio y al ser expuesto a dosis altas de aPCC responde aunque de manera un poco mas
lenta en relacion a los controles.

El estudio ademas mostré que las dosis elevadas de aPCC generan mayor cantidad de
trombina, lo cual se puede correlacionar con una mejor respuesta clinica del tratamiento
y en exceso, puede incrementar el riesgo de trombosis que si bien, en el caso de los
agentes de via alterna esto es infrecuente, puede presentarse e incluso ser fatal o dejar
secuelas graves en el paciente (Jan Astermak 2004). (Figura 9)

HA Inh-9
400 T
CCPA | CCPA | CCPA |pjasma
350 | 21-ene-16 | Basal | 0.5U U 2U  [Normal
[ Lagtime 3.33 2 2l SA 6.5
300 | ETP 363.67/ 1193.85] 904.44] SA [1086.22
[ Peak 23.72 177.27] 170.87] SA | 238.67
250 | ttPeak 9.17, 6| 567 SA 9
i Vellndex 4.07]  44.32 46.6| SA | 95.62
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FIGURA 10. CURVA DE GENERACION DE TROMBINA A DIFERENTES DOSIS EN EL PACIENTE HA Inh-9
COMPARADA CON PLASMA NORMAL

El ensayo de generacion de trombina permite evaluar de manera global la funcion
hemostéatica ya que en otras variantes del ensayo analiza la sangre entera y por lo tanto
mide los efectos tanto de los componentes celulares como plasmaticos de la hemostasia,
evalla no solo la cinética del coagulo, sino ademas su estabilidad e incluso su lisis
(Wenker 2000). En nuestro caso se empled un plasma pobre en plaquetas que fue
congelado previamente a su estudio por la logistica empleada para la captacion de los
pacientes y su posterior estudio, sin embargo pese a la ausencia de plaquetas, se observo
una clara correlacion con la dosis del tratamiento y el comportamiento de los pacientes,
indicando que la respuesta al agente terapéutico permite un analisis valido con la muestra
de plasma en las condiciones empleadas y que resultan ampliamente factibles.

Esto fue demostrado por el estudio que constituye el antecedente de este trabajo en
poblacion mexicana, realizado por H. Luna y col. (2014), que tuvo el objetivo de
investigar la utilidad de EGT para predecir la respuesta al FVIIl1 y aPCC en pacientes con
hemofilia A severa con inhibidores de alta respuesta, en 189 pacientes conocidos o con
sospecha de ser portadores de inhibidor FVIII. Para las pruebas de EGT, se definio la
respuesta positiva a los agentes terapéuticos con un potencial de trombina enddgena
>60% de plasma valor normal. Se concluy6é una concordancia entre la clinica y la
respuesta a las infusiones de FVIII in vitro en 28/40 (70%) pacientes. Todos los plasmas
con inhibidores mostraron en respuesta a aPCC in vitro de una manera dependiente de la
dosis. Al evaluar cuantitativamente la capacidad de formaciéon de trombina en una
muestra de plasma, la EGT mostrd ser una herramienta de laboratorio que permite la
individualizacion del tratamiento y la optimizacién de los recursos terapéuticos para los
eventos hemorragicos en pacientes con inhibidor de positivo que permiten mejorar la
rentabilidad global de los tratamientos profilacticos.

Asi mismo, el EGT puede ser una herramienta sumamente valiosa para monitorear el
tratamiento durante procedimientos quirdrgicos en estos pacientes, como lo demostro el
estudio realizado en 2010 por Yesim Dargaud y col. evalu6 la respuesta de los agentes
de via alterna a dosis escalonadas a través del ensayo de generacion de trombina, mediante
un protocolo de 3 pasos estandarizados, de 6 pacientes con hemofilia grave con inhibidor
de alta respuesta, en 10 procedimientos invasivos electivos, con un control de 96 varones
sanos. La respuesta a cada uno de los agentes de via alterna en base a la dosis, tipo de
agente, horario de administracion fue diferente en cada paciente, habiendo relacion entre
la prueba realizada in vitro a la realizada in vivo.
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16. CONCLUSIONES

El ensayo de generacién de trombina (EGT) demostrd potencial para ser empleado por el
servicio de Hematologia Pediatrica para establecer las dosis terapéuticas 6ptimas a través
de manejo individualizado de los pacientes con hemofilia A grave positivos a inhibidores
contra el FVIII.

El EGT permitié una evaluacion sistematica del proceso de la hemostasia de forma
objetiva, accesible y fiable y que permite la monitorizacion de la respuesta terapéutica,
lo cual seré de gran ayuda en el manejo de estos pacientes.

El ensayo de generacion de trombina representa un marcador indirecto del monitoreo de
los agentes de via alterna en condiciones de evaluacion de plasma pobre de plaquetas in
vitro, que facilit6 la evaluacion de la respuesta al tratamiento y puede indicar el riesgo
potencial de hemorragia o trombosis que deberd ser confirmado por estudios
subsecuentes.

El parametro ETP fue el mas util y de mayor sensibilidad en el ensayo de generacion de
trombina para valorar la respuesta in vitro al aPCC, seguido del parametro pico,
mostrando ambos una concordancia con la dosis creciente.

La respuesta de los agentes de via alterna se debe valorar de manera individualizada dada
la gran variabilidad observada en estos pacientes. Aunque nuestros resultados no pueden
extrapolarse directamente a la respuesta in vivo, nos permite sugerir su uso como un
estudio medible y confiable.
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18. ANEXOS
)
\D)
IMSS CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CENTRO MEDICO NACIONAL DE OCCIDENTE
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECILIDAD PEDIATRIA

“ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA IN VITRO PARA LA
EVALUACION DEL TRATAMIENTO DE VIA ALTERNA EN PACIENTES CON
HEMOFILIA A GRAVE CON INHIBIDOR”

LUGAR Y FECHA:
EDAD:

NOMBRE
AFILIACION:

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO:

Estamos invitando a participar a su hijo en un estudio de investigacion que se lleva a
cabo en el servicio de Hematologia pediatrica, CMNO, del Instituto Mexicano del Seguro
Social. El estudio tiene como prop6sito monitorizar la respuesta al tratamiento con los
agentes de via alterna atravéz del ensayo de generacion de trombina de manera in vitro.
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea 0 no
participar en él. Con el objetivo de establecer la respuesta que presenta su hijo ante la
exposicion a las terapias de via alterna.

PROCEDIMIENTO: Se estudiaran pacientes pediatricos, los cuales seran citados para la
toma de muestra sanguinea, la cuél sera realizada por personal especializado, de donde
se obtendran, tres tubos de tapa azul con citrato, de los cuales uno se utilizara para estudio
de tiempo de protrombina, tiempo parcial de tromboplastina activado, determinacion de
factor VIII e inhibidor, dos tubos para la realizacion del ensayo de generacion de
trombina y un tubo de tapa morada con EDTA para extraccion de DNA para estudio
molecular en ensayos posteriores. La muestras serdn procesadas y conservadas de
acuerdo a las técnicas estandarizadas, una vez procesada la muestra, y se dé inicio al
ensayo de generacion de trombina se adicionadora la terapia de via alterna in vitro a
dosis escalonadas, con medicion de los parametros de generacién de trombina y
monitorizar asi la respuesta hemostética.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS:
Hematoma, hemorragia o dolor en el sitio de puncidn.

41



BENEFICIOS:

A usted no se le pagara, ni tendra que pagar nada por ingresar al estudio. Usted no
obtendra ningun beneficio. Al participar en este estudio usted ayudard a monitorizar la
respuesta hemostatica a los agentes de via alterna por medio del ensayo degeneracion de
trombina, y por lo tanto conocer mejor la respuesta de su hijo a la terapia, para que en un
futuro se pueda llevar un mejor manejo y optimizacion de la dosis para el tratamiento.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DE

TRATAMIENTO:

Los resultados de este estudio ayudaran a monitorizar la respuesta a las terapias de via
alterna en los pacientes con presencia de inhibidor. Con ello optimizar la dosis, horario
y tipo de medicamento, contribuira a ayudar a un manejo mas dirigido. Se le informara
acerca de los resultados y si fuera necesario que usted continGe en el estudio, después se
le solicitaria nueva autorizacion por escrito.

PARTICIPACION O RETIRO:

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Si usted acepta que su hijo
ingrese al estudio los resultados seran procesados y después analizados. Usted no necesita
retirarse del estudio, pero si usted desea que los resultados obtenidos de sus muestras no
sean utilizados, podra solicitarlo y entonces esto no influira en la atencion futura que el
Instituto Mexicano del Seguro Social brinde a usted ni a sus familiares. Nadie le negara
la atencion ni el tratamiento que su hijo necesite. Usted no podra ser identificado por
ninguna persona ajena al personal médico, paramédico y cientifico que particip6 en este
estudio.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD:

La informacion serd resguardada por el equipo de investigadores, del servicio de
hematologia pediatrica, Centro Médico Nacional de Occidente, UMAE Pediatria,
Instituto Mexicano del Seguro Social.

EN CASO DE DUDAS O ACLARACIONES DIRIGIRSE:

Dra. Janet Soto Padilla.

Médico Hemato6logo Pediatra adscrito al servicio de Hematologia

Nombre y firma del tutor Nombre y firma de quien obtiene

el consentimiento

Nombre y Firma de testigo (1) Nombre y firma de testigo (2)
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[ % ’
Im HOJA DE CAPTACION DE DATOS
CMNO- UMAE PEDIATRIA
“ENSAYO DE GENERACION DE TROMBINA IN VITRO PARA LA

EVALUACION EL TRATAMIENTO DE VIA ALTERNA EN
PACIENTES CON HEMOFILIA A GRAVE CON INHIBIDOR”

Lugar y fecha:

Nombre:
Afiliacion:

Sexo:

Peso:

Edad:

Edad al diagnéstico de la hemofilia:

Edad al diagndstico del inhibidor::

Cuantificacién inicial de inhibidor:

Cuantificacién del ultimo inhibidor:

Inhibidor de baja respuesta: Inhibidor de alta respuesta:

Eventos hemorragicos por afio:

Respuesta clinica al tratamiento:

Dosis promedio del aPCC utilizado en los eventos hemorragicos:
Dosis promedio del FVII utilizado en los eventos hemorragicos:

Tiempo de protrombina:

Tiempo de tromboplastina activado:

Dosis de aPCC utilizado en el ensayo:
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Dosis de FVII utilizado en el ensayo:

Cuantificacién basal aPCC Cuantificacion basal FVII
Pico de trombina con aPCC Pico de trombina con FVII
Tiempo para el pico con aPCC Tiempo para el pico con FVII

Potencial de trombina enddgeno con aPCC

Potencial de trombina enddgeno con FVII

Velocidad de formacién de trombina con aPCC:

Velocidad de formacién de trombina con FVII

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN ELABORO LA ENCUESTA

44



19. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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