Marcadores trombogénicos en pacientes con

trombofilia hereditaria

=>> Este estudio tiene como objetivo describir las trombofilias hereditarias desde

una perspectiva clinica y bioquimica, investigando cdmo los marcadores alterados de
trombosis serelacionan con laprobabilidad derecurrencia
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RESUMEN

Fundamento: la trombofilia hereditaria se define
como la tendencia genéticamente determinada al
tromboembolismo venoso, entidad con una inci-
dencia importante a nivel mundial. Desde el labo-
ratorio pudieran explicarse un gran porcentaje de
estos eventos de trombosis.

Objetivo: caracterizar desde el punto de vista
clinicohumorallas trombofilias hereditarias e iden-
tificar la posible relacidn entre marcadores bio-
quimicos alterados de trombosis y surecurrencia.

Método: se realizé un estudio descriptivo y trans-
versal en el laboratorio de hemostasia del Hospital
Provincial Docente Saturnino Lora de Santiago de
Cuba, en el periodo de un afio. Se tuvo como refe-
rencia 39 pacientes: 26 con eventos trombdticos



egresados de los Servicios de Angiologia, Cirugia
Cardiovascular y Neurologia, y 13 sin evento cono-
cido, familiares de primera linea de aquellos pa-
cientes que resultaron con marcadores de trom-
bofilia positivos durante el estudio. Las variables
clinicas analizadas fueron: edad, sexo, antece-
dentes personales y familiares de trombosis y nu-
mero de eventos trombdticos en el paciente. Se
calcularon media, desviacidn estandar y porcen-
tajes.

Resultados: el déficit de proteina S ocupd el primer
lugar con 22 (56,4 %). La combinacién de para-
metros alterados que predomind fue el déficit de
proteina Cy S con 8 (20,5 %). En el 64,1% se encon-
traron dos o mds marcadores alterados; se mues-
tran similares porcentajes en pacientes con1,con2
dos o mas eventos de trombosis.

Conclusidn: la trombofilia se presenté como una
enfermedad que afecta fundamentalmente a mu-

jeres, en edades intermedias de la vida. En pa-
cientes asintomaticos con antecedentes familiares
de evento trombdtico, sin aparente causa, los mar-
cadores de laboratorio orientan el enfoque diag-
ndstico. La presencia de dos o mas marcadores tro-
mbogénicos positivos inclina a la ocurrencia de
eventos trombdticos en esta poblacion.

Palabras clave: tromboembolismo venoso, facto-
res deriesgo, marcadores bioquimicos

>>> INTRODUCCION

Durante el proceso de coagulacion de la
sangre se desencadenan en el organismo una serie
de mecanismos que participan en la formacidon de
un tapdn fibrinoplaquetario quimicamente esta-
ble, pero a su vez cuenta con la accién de meca-
nismos anticoagulantes regulatorios que actuan

neutralizando la excesiva activacion de la coagu-
lacién, por tanto, un déficit adquirido o heredado
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de uno o mas de estos mecanismos provocan en el
individuo estados de hipercoagulabilidad y trom-
bosis."”

El comité de expertos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) definié a la trombofilia
hereditaria como una tendencia genéticamente
determinada al tromboembolismo venoso.” Una
definicion mas exacta de trombofilia congénita
seriaaquella que contemplala mutacidn especifica
de genes que codifican diferentes proteinas plas-
maticas involucradas principalmente en los meca-
nismos anticoagulantes naturales. Los mas fre-
cuentes incluyen las deficiencias de antitrombina,
proteina C (PC) y proteina S (PS), resistencia a la
proteina C activada (RPCa) y anomalias mole-
culares del factor Vy de la protrombina, los cuales
se asocian generalmente con la aparicion de trom-
bosis venosas y con mucha menor frecuencia
trombosis arteriales, con una tendencia variable a
larecurrencia.”’

El diagndstico de las trombofilias here-
ditarias se basa en una adecuada investigacion de
la historia personal y familiar antes de considerar
un examen especifico y el analisis desde el punto
de vista del laboratorio de hemostasia en este
grupo de pacientes, incluye pruebas iniciales de
coagulacién y estudios especificos para buscar el
tipo trombofilias hereditarias como es el caso del
test para déficit de proteina C, S; resistencia a la
proteina C activada, déficit de antitrombina Il y
estudios de las mutaciones de las proteinas impli-
cadas a través del analisis del ADN del paciente.
Con dos o mas de estos estudios especificos posi-
tivos se complementa o confirma el diagndstico de
trombofilia hereditaria.”’ Por lo que se demuestra
que desde el laboratorio puede explicarse un gran
porcentaje de trombosisidiopatica.

La enfermedad tromboembdlica venosa
(ETV) constituye la tercera patologia cardio-
vascular mas frecuente después de la cardiopatia
isquémica y la enfermedad cerebrovascular, que
provoca elevados indices de morbilidad y morta-
lidad en la poblacién a nivel mundial.”” Cuba se
encuentra entre los paises interesados en el estu-
dio de la enfermedad tromboembdlica, porque
constituye un problema de salud.”

Enla provincia Santiago de Cuba se realizé
un estudio acerca de las enfermedades trombd-
ticas que presentan una incidencia importante,
dado porlamarcada frecuencia de eventos de esta
naturaleza que se diagnostican, fundamental-
mente en el adulto joven®” sin embargo, en la
provincia se carece de estudios originales que re-
flejen la tematica con suficiente nivel de profun-
didad y detalle, por lo que es importante profun-
dizar en el conocimiento de los marcadores trom-
bogénicos que, desde el punto de vista del labora-
torio clinico, complementen el diagndstico de las
trombofilias hereditarias.

La presente investigacion contribuira al
conocimiento cientifico sobre los diferentes mar-
cadores trombogénicos y sus asociaciones como
factores para desarrollar eventos trombdticos. Se
podrd, por tanto, diagnosticar a pacientes y fami-
liares, no solo para informarles sobre su condicion
tromboembdlica, sino que, con estos resultados el
médico de asistencia podra implementar medidas
profilacticas sobre futuros episodios de esta natu-
raleza. Los objetivos de esta investigacion fueron:
caracterizar desde el punto de vista clinico humo-
ral las trombofilias hereditarias e identificar la po-
sible relacion entre marcadores bioquimicos alte-
rados de trombosisy surecurrencia.

METODOS

Se realizd un estudio descriptivo y trans-
versal en el laboratorio de hemostasia del Hospital
Provincial Docente Saturnino Lora de Santiago de
Cuba desde octubre de 2019 hasta igual periodo
del 2020. Fue seleccionada una muestra simple
aleatoria, que quedd constituida por un total de 39
pacientes, de ellos 26 pacientes con el antece-
dente personal de eventos trombdticos anterio-
res, egresados de los Servicios de Angiologia,
Cirugia Cardiovascular y Neurologia, que cum-
plieron con los requisitos propuestos para esta
investigacion; y 13 personas mas que hasta la fe-
cha, no habian padecido de evento trombdtico co-
nocido, pero eran familiares de primera linea de
aquellos pacientes que resultaron con dos 0 mads
de las pruebas especificas para el diagndstico de
trombofilia, positivas. Las variables clinicas em-
pleadas fueron: edad, sexo, antecedentes






personales y familiares de trombosis y nimero de
eventos trombdticos en el paciente. Al total de
casos se les extrajo muestra de sangre para las de-
terminaciones de los niveles deresistenciaala pro-
tefna C activada (RPCa), actividad de la proteina C
(PQ) y de la proteina S (PS); y concentracién de
fibrinégeno (FIB), previa suspension provisional
del tratamiento anticoagulante oral que interfie-
ren en el resultado del examen de laboratorio.(8)
La obtencion de la sangre se ajustd a las recomen-
daciones para los exdamenes de hemostasia;(8) se
realizd en 1 volumen de solucién de citrato trisé-
dico al 0.109 M, por 9 volimenes de sangre; se
mezclarony se centrifugaron durante 15 minutos a
2500 rpm (revoluciones por minuto). En el caso de
laresistenciaalaproteina Cactivada, serealizd una
doble centrifugacidn para obtener un plasma po-
bre en plaquetas. Las muestras obtenidas se
procesaron por duplicado en el analizador semi-
automatico de coagulacion modelo STart® 4, mar-
ca Diagnostica Stago. La determinacion de los 4
marcadores bioquimicos empleados se realizd con
el kit de reactivos STA®-Staclot®, los cuales fue-
ron: STACLOT® APC-R, STACLOT® PROTEIN (,
STACLOT ® PROTEIN Sy FIBRINOGEN®. Se con-
sideraron estos marcadores alterados cuando la
RPCa resultéd menor de 120 segundos y se informd
positiva; deficiencia de las PS y PC cuando las con-
centraciones de estas expresadas en porcentaje se
encontraron por debajo del limite de referencia
inferior y aumento del fibrinégeno (FIB) cuando la
concentracion resulté mayor de 400 mg/dl (40g-
/).’ La calibracién de los métodos se llevd a cabo
con el STA-Unicalibrator®. Para comprobar Ia
exactitud y la reproducibilidad de los resultados se
utilizaron los controles del kit STA® — System Con-
trol N+P: plasmas humanos de control, citratados y
liofilizados, con niveles normales y patoldgicos,
disenados también para los aparatos de la linea
STA® compatibles con estos reactivos; y los con-
troles normal y patoldgico de kit STACLOT® APC-
R, parala deteccion de laresistenciaala proteina C
activada. Tanto los controles, como los plasmas de
los pacientes se analizaron en una misma corrida
analitica.

Lainformacion obtenida se procesé medi-
ante el programa SPSS/PC®, versidn 21.0 y Epi-
dat®, versidn 3.0. Se calcularon ndmeros abso-
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lutos y porcentajes, media y desviacion estandar.
Para identificar asociacion estadisticamente sig-
nificativa entre los criterios de interés se aplicd el
Coeficiente V de Cramer para cuantificar dicha
asociacion.

Se tuvieron en cuenta los principios éticos
establecidos en la declaraciéon de Helsinki de Ia
Asociacion Médica Mundial para las investiga-
ciones en seres humanos, en virtud de lo cual, se
obtuvo el consentimiento informado por escrito
delos pacientes con suaprobacién de participaren
el estudio.

>>2> RESULTADOS

Se trabajo con una poblacién con prome-
dio de edad de 38,6 afios con un predominio del
grupo de edades comprendido entre los 35 y 54
aflos con 29 casos para un 74,4 %. En cuanto al
género, hubo 25 pacientes del sexo femenino (64,1
%) dentro del mismo grupo de edades predo-
minante. (Tabla1).

>> Tabla 1. Pacientes estudiados segun edad
y sexo

Grupo de edades Femenino Masculino Total
(anos) No % No % No %
15-34 6 240 4 286 10 256
35-54 19 76,0 10 714 29 744
Total 25 100 14 100 39 100

% calculado sobre l1a base del total de cada columna

Del total de la poblacién estudiada (39),
26 que representd el 66,7 % constituyd la pro-
porcién de enfermos con al menos un evento de
trombosis paraun1.C95%:[50,6; 86,4]. El100 % (13)
de los participantes del estudio que hasta el
momento no habian sufrido de alguin evento trom-
bdtico tenian antecedentes patoldgicos familiares
de trombofilia conocida o que durante el estudio
presentaron 2 0 mas marcadores positivos. Se
mostrd una relacion fuerte y positiva entre ante-
cedentes patoldgicos personales de trombosis
con los familiares para un V de Cramer=0,402 y un
alto nivel de significacién. (p=0,001). (Tabla2).



>> Tabla 2. Pacientes segin antecedentes  (Tabla3).
patolégicos personales de trombosis y presencia

de antecedentes familiares ~> Tabla 3. Marcadores trombogénicos alte-
rados
Antecedentes patologicos Marcador No. %%
Antecedentes personales - -
patologicos Con Sin Proteina C 21 33 *8
familiares trombosis  trombosis Total Proteina S 22 564
No % No % No % . 3
Contombosis 11423 13 100 24 615 RPCactivada 21 53.8
Sintrombosis 15 577 0 00 15 385 Fibrinégeno> 11 282
Total 26 100 13 100 39 100
V de Cramer=0.402 p=0.001 0 Omgjdl
A continuacién, se muestran los diferen- El64,1% de los pacientes en estudio tenian

tes marcadores trombogénicos alterados, donde 2 0 mas marcadores positivos de trombofilias (25),
la PS ocupd el primerlugar conuntotal de22lo que por tanto, quedd demostrado que la combinacidon
representd el 56,4 %, seguida de la PC y la RPC de parametros que mas permitio el diagndstico de
activada con porcentajes similares 21 (53,8 %). trombofilia en la poblacién estudiada fue, la defi-
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cienciade proteinas CyS; seguido delaproteinaCy
laresistencia ala proteina Cactivada positivacon 8
(20,5 %) y 6 (15,4 %) de los casos respectivamente.
De las 10 combinaciones posibles de marcadores
positivos de trombosis, encontradas en la
casuistica, la RPCay la Proteina S estan presentes
en7deellas.(Tablag).

>> Tabla 4. Combinacién de marcadores alte-
rados

Marcadores No. %

PCyPS 8 20.5
PCyRPCa 6 154
PSyRPCa 5 12,8
PC.PSyRPCa 1 4.0
PC.PSyFIB 2 8.0
PSyFIB 1 4.0
RPCayFIB 1 4.0
PC.RPCayFIB y 4.0
PS,RPCay FIB 1 4.0
PC.PS,RPCay FIB 1 4.0
Total 25 100

De los 26 pacientes que presentaron
trombosis y que representaron el 66,6 % de la
poblacién en estudio, en 17 se encontraron dos o
mas marcadores alteradosy el resto un positivo. Se
mostraron similares porcentajes en los pacientes
que sufrieron 1 evento 0 2 0 mas eventos trombati-
COs para un 63,6 % y 53, 3 % respectivamente; sin
diferenciasignificativa (p=1,000). (Tablas).

> > Tablas. Pacientes seguin cantidad de mar-
cadores alterados y nimero de eventos trombd-
ticos

Niunero de eventos (recuurencia)

Marcadores Niiosseniita Dos o mas Total
alterados eventos

No % No % No %
Uno 4 364 7 46.7 9 346
Dos o mas 7 63.6 8 53.3 17" 654
Total 11 100 15 100 26 100

*porcentaje calculado sobre Ia base del total de pacientes que sufrieron de trombosis (26
enfermos). p=1,000
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El hecho de emplear en la investigacion
criterios para la seleccién solo de pacientes con
sospecha clinica de una trombofilia hereditaria y
no adquirida, es uno de los factores que influyé en
que la muestra fuese pequefia; ademas de la no
disponibilidad de otros reactivos y de la tecnologia
adecuada paraladeterminacién de otras causas de
trombofilia hereditaria, como el analisis de muta-
ciones de las proteinas implicadas, a través del
analisis del ADN del paciente.

>>2> DISCUSION

La sospecha clinica es el punto de partida
para el diagndstico de la trombofilia y una de las
situaciones clinicas mas evidentes y de alta proba-
bilidad de trombofilia hereditaria en pacientes
jovenes. Segun lo revisado se recomiendan los
estudios de trombofilia hereditaria en personas
menores de 45 0 50 afos, ya que a partir de esta
edad en adelante aparecen una serie de factores
de riesgo predisponentes de eventos trombdticos
que resultarian en trombofilias adquiridas o de
causa secundaria ligados a procesos ateroescle-
réticos y otros factores de riesgo cardiovascular.
La segunda maxima de los estudios de trombofilia
serfa que, ante un resultado positivo, es conve-
niente estudiar a los familiares en primer grado,
para establecer profilaxis primaria si fuese el caso.
Algunos estados trombofilicos tienen un alto gra-
do de penetrancia, de ahi la importancia del estu-
dio familiar,”’ siempre se deben tener en consi-
deracidn los factores predisponentes adquiridos,
que pueden facilitar la expresion de los defectos
congénitos. Los resultados de esta investigacion
coinciden con los de un estudio observacional
realizado por Holzhauery cols. en el 2012."”

De la misma manera que existen criterios
a favor, también los hay en contra de realizar el
estudio en individuos asintomaticos que son fami-
liares de primer grado de pacientes con trombosis
venosa o un factor de riesgo trombofilico cono-
cido, ya que conllevaria al diagndstico de un pa-
ciente portador de una enfermedad genética que
hasta ese momento vivia sin limitaciones laborales
o cuidados de salud. Se han presentado pacientes
con el diagndstico de trombofilia por el laboratorio
clinico, pero que nunca han demostrado una



“trombofilia clinica”.™

El laboratorio de hemostasia donde se
desarrollé la presenteinvestigacionsolo conté con
algunos de los reactivos para la busqueda de los
marcadores de trombosis tales como: test para
déficit de proteinas C y S (ensayos funcionales),
RPCa y fibrinégeno cuantitativo, considerados
suficientes por las revisiones realizadas" por los
autores para el cribado de las trombofilias here-
ditarias.

Resultados similares se obtuvieron en el
estudio realizado en el Hospital Clinico Quirdrgico
Hermanos Ameijeiras en el 2012."” Globalmente, la
alteracién mas frecuente encontrada fue la defi-
ciencia de PS, esta cifra resulté ser, superior a la
esperada segun la literatura cientifica. Ademas,
solo se estudia el hecho de la PS como cofactor de
la PC, sin embargo, ha sido conocido desde 1988

que esta proteina S tiene una actividad anticoagu-
lante independiente a la actividad de la PC; la cual
es causada por la presencia de multimetrosde Sen
plasma. Esta actividad independiente explicaria la
ocurrencia y severidad de las trombosis por una
deficiencia de esta proteina, aunque tenga valores
normales de proteina C. En estos pacientes se
realizd la medicion cuantitativa del nivel de pro-
teina S funcional, basada en el principio de inhi-
bicién del Factor V activado; encontrdandose como
refierelaliteraturaen mds del 50 % delos casos este
tipo de deficiencia, siendo discretamente mas
comun que la deficiencia de proteina C.*” Existe
una probable influencia de las hormonas sexuales
femeninas sobre la sintesis de PS, ya que los ni-
veles plasmaticos se encuentran disminuidos en
mujeres menores de 45 afos, en embarazadas y
durante laingestién de anticonceptivos orales;” y
como estas dos ultimas fueron consideradas crite-
rios de exclusidn, quedariala edady el género para
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inferir el déficit de esta proteina en algunos de los
pacientes del estudio.

Llama la atencion en la casuistica que la
RPCa se encontrd alterada tanto en dos, tres y
hasta en 4 pruebas positivas. La presencia de este
marcador ha sido diferente segun los diversos
estudios, que oscilan entre un 20 y un 50 % e incre-
menta el riesgo por 7 de padecer episodios trom-
bdticos, sin embargo, tiene en general un menor
riesgo de trombosis que el déficit de PS," por lo
que ha demostrado ser una entidad frecuente e
importante, que requiere ser estudiada amplia-
mente con el fin de detectarlay prevenir las graves
complicaciones que puede ocasionar.

Como lo demuestran los resultados obte-
nidos, la recurrencia de trombosis en esta pobla-
cién de enfermos no fue el elemento mas impor-
tante o significativo sino la presencia de dos o mas
marcadores trombogénicos positivos, precisa-
mente cuando la combinacién de deficiencias de
proteina Cy S, fue lo predominante en la investi-
gacion, lo que confiere un mayor riesgo de trom-
bosis para trombosis recurrente. Diferentes auto-
res han descrito que la concurrencia de varias alte-
raciones se asocia con un aumento de laincidencia
derecurrencias.”

En los dltimos afios la deteccidn por el
laboratorio de factores de riesgo predisponentes
de trombosis, conocido como estudio de la trom-
bofilia, ha sido un tema especialmente contro-
vertido, ya sea desde la oportunidad de su solici-
tud, hasta la interpretacion de sus resultados y su
impacto en las decisiones terapéuticas.”

Es innegable que los expertos del labora-
torio deben tomar un papel sustancial en el pro-
ceso de investigacion acerca de este tema, para
complementar la impresion diagndstica de los
médicos de asistencia, de acuerdo con los criterios
de seleccién™ recomendados.

Autores a nivel internacional y nacional
han realizado investigaciones del tema de trombo-
filias hereditarias, en su mayoria han presentado
revisiones y actualizaciones del tema en cuestion,
por lo que se considera que la actual investigacion
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es un punto de partida importante para el estudio
de las trombofilias en un mayor nimero de casos.

La trombofilia se presentd como una
enfermedad que afecta fundamentalmente a
mujeres, en edades intermedias de la vida. En
pacientes asintomaticos con antecedentes famili-
ares de evento trombdtico, sin aparente causa, los
marcadores de laboratorio orientan el enfoque
diagndstico. Entre los marcadores bioquimicos
determinados, la combinacidn de la deficiencia de
proteinas Cy S, asi como laresistenciaala proteina
C activada positiva, desempefiaron un papel pri-
mordial en el diagndstico definitivo de esta enfer-
medad. La presencia de dos o0 mas marcadores
trombogénicos positivos inclina a la ocurrencia de
eventos trombdticos en esta poblacion.
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