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Resumen

La trombofilia primaria es una enfermedad poco frecuente y sub-diagnosticada.

Objetivo: Determinar la prevalencia de trombofilia primaria en los pacientes del Hospital
General de México (HGM) en los ultimos cinco anos.

Métodos: Se estudid a pacientes menores de 45 anos de edad, con trombosis. Se efectua-
ron estudios coagulométricos y cromogénicos para determinar proteinas de la coagulacion
(proteina C, proteina S, antitrombina, resistencia a la proteina C activada (RPCa), asi como
estudios de biologia molecular (mutacién Leiden, protrombina 20210 y polimorfismos de la
metilen tetrahidrofolato reductasa).

Resultados: Se estudiaron 72 pacientes de los cuales: 29 presentaron las siguientes alteracio-
nes: RPCa nueve casos (12.9%); deficiencia de proteina C en cinco casos (6.9%); MTHFR
homocigota cinco casos (6.9%); deficiencia de proteina S, dos casos (2.7%); deficiencia de
antitrombina, dos casos (2.7%); mutaciéon 20210 de la protrombina, dos casos (2.7%); defi-
ciencia de plasmindgeno, un caso (1.6%) y mutacion de FVL, tres casos (4.1%). Prevalencia
total de trombofilia primaria 40.2%.

Discusion: La prevalencia baja encontrada implica probablemente diferencias raciales con
otras regiones del mundo. Es indispensable buscar otras causas probables de trombosis en
poblacién mexicana.
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Abstract

Thrombophilia is defined as a disorder associated with an increased tendency to venous thromboembolism
(VTE).

Objective: This article reviews the currently established thrombophilic abnormalities and discusses the
potential usefulness and implications of testing for thrombophilia. Aim- To determine the frequency of
congenital thrombophilia at the Hospital General de México in the last 5 years.

Methods: We included patients younger than 45 old. All of them were analyzed for thrombophilia;
protein C, protein S, antithrombin, Factor V" Leiden mutation, prothrombin 20210 and methylenete-
trahydrofolate reductase abnormalities.

Results: From the total of 72 patients, 29 of them had defects; APCR 9 cases (12.9%), protein C
deficiency 5 (6.9%), methylenetetrahydrofolate reductase 5 (6.990), protein S deficiency 2 (2.7%), anti-
thrombin deficiency 2 (2.7%), prothrombine 20210, 2 (2.7%), plasminogen deficiency 1 (1.6%) and Factor
I Leiden mutation 3 (4.196). Taken together, the frequency of congenital thrombophilia in our studied
population was 40.2%.

Discussion: In this clinical study underwent in Mexico City the congenital thrombophilia had a low
prevalence, although it has been hypothesized that deficiencies in the Mexican population, in particular

Factor V' Leiden mutation, could be influenced by several factors such the multiethnicity.

Keywords: Thrombofilia; thrombosis; Antithrombin (AT); Coagulation; Mutation V Leide; Mexico.

Introduccion

Las enfermedades tromboticas son responsables de
mds de la mitad de las muertes en las sociedades desa-
rrolladas.! La incidencia anual de la trombosis venosa
se incrementa de uno en 100 000 durante la infancia,
hasta uno por 100 en los adultos mayores.>

En la actualidad, la trombofilia ha tenido un no-
table incremento como causa de morbi-mortalidad;
esto al adquirir factores de riesgo propios de la vida
moderna y por el importante desarrollo de algunas
sociedades. En funcidén de las caracteristicas geogra-
ficas, raciales y socioculturales, se puede decir que se
trata de un problema universal.?

Salwa Khan y colaboradores definen trombofilia
como la predisposicion a formar codgulos de mane-
ra inapropiada, donde puede originarse por factores
genéticos, cambios adquiridos en el mecanismo de la
coagulacién o mas cominmente, por interaccién en-
tre factores genéticos y adquiridos.>*>

Uno de los defectos familiares descritos en 1965,
fue realizada por Egeberg; los miembros de la familia
sufrfan trombosis venosas recurrentes y el trastorno
tenfa un patrén hereditario autosémico dominante.
Se evidencio6 la deficiencia de la antitrombina (AT).%7
Desde este descubrimiento, muchos estudios han de-
mostrado mds de 250 diferentes mutaciones para la
deficiencia de antitrombina y los riesgos asociados
con este desorden. En 1983, Broeckman y colabora-
dores estudiaron tres familias danesas; descubrieron

la deficiencia de proteina C, confirmando que se tra-
taba de una enfermedad autosémica dominante y de
un desorden poligénico, con expresion variable. Anos
mds tarde se descubrié la deficiencia hereditaria del
cofactor de la proteina C y S.>® En 1993 multiples
factores genéticos aumentaron el riesgo de trombosis,
describiendo la resistencia de la proteina C activada
(RPCa), lo que ocasiona cambios dramdticos en el
diagndstico y tratamiento de los eventos tromboticos
venosos. Dahlback y colaboradores describieron una
familia del sur de Suiza en la que se sucedian trom-
bosis recurrentes, demostrando que el tiempo de la
activacion parcial de tromboplastina no se prolongaba
al adicionar PCa (PCA inactiva Factor Va y FVIIIa,
disminuyendo la disponibilidad de la trombina), es
decir, su plasma era “resistente” a la accién de la PCa.
Se introdujo entonces el concepto de resistencia a la
proteina C activada (RPCa).?? En 1994, Bertina y
colaboradores en la Universidad de Leiden, identifi-
caron que el fenotipo de la RPCa estd asociado a la
homocigocidad o heterocigocidad de la mutacién en
el punto del exén 10 del gen del factor V, en el que la
sustituciéon de un nucleétido G por A en la posicion
1691 produce la sintesis de una molécula anémala del
factor V, denominidndolo Mutacién del Factor V de
Leiden.'"

La incidencia real de la trombofilia primaria no
se conoce bien, puesto que atin no se establecen todas
las alteraciones genéticas que ocasionan una tendencia



mayor a la trombosis, que existen diferencias raciales
sustanciales; y que aun en un mismo pais existen re-
sultados diferentes, sin embargo, se ha estimado una
incidencia aproximada en la poblacion general de
1:2,500 a 1:5000. Ejemplo, la prevalencia mas alta del
Factor V de Leiden se encuentra en Suecia con 15%,
mientras que en Alemania es de 10%; Holanda, Rei-
no Unido y USA de 3% a 5%. Espana ¢ Italia de
2%, Venezuela de 1.6%, Argentina de 5.1%), Costa
Rica de 2%, Brasil 2% y Chile 3.8%.'> Un estudio
realizado en 2007 por Middeldorp y colaboradores,
informaron que en poblacién general que doné san-
gre, la prevalencia de deficiencia de antitrombina es
de 1:300 y la deficiencia de proteina C entre 1:200 y
1:500. La mutacién del Factor V de Leiden y la muta-
cién del gen de la Protrombina 20210 varian en Eu-
ropa entre 2% a 7% y 1% a 3%, respectivamente.?
El riesgo de trombosis es muy bajo antes de los 15
anos; a partir de ese momento, se incrementa en 2% a
49 por ano. A los 50 afos de edad, de 50% a 709 de
los enfermos con trombofilia primaria, han desarro-
llado algtn tipo de trombosis."*'> Aproximadamente
la mitad de ellos tiene trombosis espontinea, sin re-
lacién con otro factor de riesgo. El resto de los en-
fermos presentan algiin evento trombotico asociado
a cirugia, traumatismos, embarazo, inmovilizacién o
ingesta de anticonceptivos orales.'® De las trombofi-
lias primarias las deficiencias de AT, PC y PS se es-
tima en menos de 15%; de estas deficiencias, es mas
frecuente la de PC, con una estimacion de 1:500, en
comparacién ala deficiencia de AT de 1:5000."'® Por
otra parte la causa mds frecuente de trombofilia pri-
maria, la RPCa se estima en una incidencia de 3% a
7% en poblacion caucidsica y se presenta en aproxi-
madamente en el 50% de los casos de trombosis.'”*

Métodos

De una cohorte de 200 casos con trombosis arterial y
venosa (cerebral, pulmonar, mesentérica o de miem-
bros pélvicos), de diferentes instituciones de salud
(Instituto Nacional de Neurologia, Hospital siglo
XXI, Gabriel Mancera y Hospital General de Méxi-
co), se selecciond a 72 pacientes para determinar los
siguientes estudios: Leiden (FV R506Q)), protrom-
bina 20210A y metil-tetrahidrofolato reductasa al
igual que la cuantificacién de la proteina C, proteina
S, antitrombina, plasminégeno y resistencia a la pro-
teina C activada, con objeto de determinar la preva-
lencia alteraciones hemostdticas relacionadas con el
evento trombotico.
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Diserio del estudio: Transversal analitico, en una
cohorte de pacientes con trombosis. Criterios de se-
leccion: pacientes mayores de 16 afios, menores de 45
afos, de cualquier sexo, con diagnostico de trombofilia
con uno o mas eventos tromboticos arterial o venoso.

Estadistica: Descriptiva. Se llevd a cabo con las
variables correspondientes a medidas de tendencia
central y de dispersion: media, desviacion estandar,
mediana y percentiles 25 y 75. El andlisis estadistico
se realiz6 con el programa SPSS version 17.0.

Procedimiento de laboratorio:

Toma de muestra: Las muestras de sangre periférica se
obtuvieron con el sistema Vacutainer®, en tubos con
anticoagulante EDTA se separaron las células mono-
nucleares para la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa.

Obtencion de las células mononucleares por gradiente de
densidad:

1. Las muestras se¢ obtuvieron en tubos con
EDTA (dos tubos de 5 mL); se les adicionaron
10 mL de solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) y posteriormente se¢ mezclaron suave-
mente por inversion.

2. En un tubo conico para centrifuga de 15 mL,
se le adicion6 Ficoll-Hypaque con una densi-
dad 1.077.

3. Al tubo que contenia el Ficoll, se le adiciond
la mezcla de sangre con EDTA y PBS cuida-
dosamente sin romper el gradiente de densi-
dad.

4. Se centritugd durante 30 minutos a 1500 rpm
a4°C.

5. Con una pipeta Pasteur, se retird la interfase
donde se encuentran las células mononuclea-
res y se colocaron en otro tubo de centrifuga
de 15 mL y se llend con PBS hasta 10 mL.

6. Se centrifugd por 10 minutos a 2500 rpm a
4°C.

7. Se decanté completamente el sobrenadante y
se re-suspendid el botén celular.

8. Se adicionaron nuevamente 10 mL de PBS y
se re-centrifugd durante 10 minutos a 2500
rpm a 4°C.

9. Se decant6é completamente el sobrenadante y
se adicionaron 100 puL de solucién amortigua-
dora B.

10. Se congelaron a -70°C hasta la extraccién del
DNA.
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Extraccién de DNA: Se realiz6 por el método de
DNAzol:

1. Se descongel6 la muestra de células mononu-
cleares del tubo eppendorfde 1.8 mL y se con-
servo en solucidén amortiguadora B a -70°C.

2. Se agregd a este tubo 1 mL de DNAzol. Se
mezclé por inversion y se centrifugd por 10
minutos a 10 000 rpm a 4°C.

3. Después de la centrifugacion, se transfirio el so-
brenadante viscoso a un tubo limpio de vidrio.

4. E1 DNA se precipito al adicionarle 0.5 mL de
etanol al 100%. Se mezcl6 por inversion de los
tubos de cinco a ocho veces y se almacené a
temperatura ambiente por uno a tres minutos.
Se asegurd que el DNAzol y el alcohol abso-
luto se mezclaran para formar una solucién
homogénea.

5. Se removid el DNA con una punta de pipeta.
Se mezclé dando vueltas sobre la punta y se
sujeto sobre la pared del tubo cerca de la parte
superior por deslizamiento suave. Se transfirid
el DNA a un tubo limpio. Se almacenaron los
tubos verticalmente por un minuto dejando
que el DNA se fuera al fondo del tubo y remo-
viendo del fondo de los tubos el resto del lisado
homogéneo.

6. El DNA precipitado se lavo dos veces con 1
mL de etanol al 75%. En cada lavado se re-
suspendié el DNA en etanol por inversion
del tubo de tres a seis veces. Se almacenaron
los tubos verticalmente por un minuto para
permitir que el DNA se fuera al fondo de los
tubos y se removi6 el etanol por pipeteo o de-
cantandolo.

7. El DNA precipitado se suspendié en 100 pL
de TE 0.1X

Determinacion de la Concentracién y pureza del DNA ob-
tenido:
1. A7 puL de la suspension se le adicionaron 663
puL de TE 0.1X.
2. Se prepard otro tubo con solucién TE 0.1X
que se ocupa como blanco de lectura.
3. En un espectofotometro se leyo a una longitud
de onda de 260 y 280 nm.
4. Con base en los resultados se obtuvo la con-
centracién, multiplicando la lectura de 260
nm de longitud de onda por 100 por 0.05.
5. Una vez obtenida la concentracién y pureza el
DNA se almacend a 4°C hasta su uso.
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Resultados

Caracteristicas Generales: De una cohorte de 200 casos
con el diagnéstico de trombofilia primaria, de acuerdo
a los criterios establecidos por la Sociedad Internacio-
nal de Hemostasia y Trombosis (ISTH), se seleccion6
a 72 pacientes para este estudio.

Las caracteristicas de los pacientes estudiados fue-
ron: 53 mujeres (73.6%) y 19 hombres (26.4%) con
rango de edad de 16 a 45 anos y promedio de 34.8
afios. Todos los pacientes tenian al menos un evento
trombotico antes de los 45 anos.

Pruebas Basicas de Hemostasia: A todos los pacientes
incluidos en el estudio se les efectuaron las pruebas de
valoracién en hemostasia, con objeto de determi-
nar variaciones que pudieran modificar las concen-
traciones de las pruebas para determinar un estado de
trombofilia. Los resultados muestran los valores de la
mediana y percentiles de las pruebas de hemostasia
que incluyeron: cuenta de plaquetas, tiempos de coa-
gulacién, cuantificacidn de factores de la coagulacion
y dimeros-D. Estos valores no mostraron variacio-
nes clinicamente significativas con respecto a los va-
lores normales de referencia.

Valoracion de  Hipercoagulabilidad: Se  realizaron
pruebas hemostaticas a través de la determinacién de
marcadores de hipercoagulabilidad como la proteina
C, proteina S, antitrombina, plasmindgeno y RPCa
obteniendo la mayoria de los resultados dentro de los
pardmetros normales, solo algunos pacientes presen-
taron valores alterados (Tabla 1).

Frecuencia de Trombofilias Primarias: En el anilisis
global de las pruebas de trombofilia se encontraron
los resultados que se muestran en la Tabla 2 para los
pacientes con trombosis, de los 72 estudiados, 29
pacientes (29.1%) presentaron las siguientes altera-
ciones: RPCa nueve casos (12.9%); deficiencia de
proteina C en cinco casos (6.9%); MTHFR homo-
cigota cinco casos (6.9%); deficiencia de proteina S,
dos casos (2.7%); deficiencia de antitrombina, dos ca-
s0s (2.79%); Mutacién 20210 de la protrombina dos
casos (2.7%); deficiencia de plasmindgeno un caso
(1.6%) y Mutacion de FVL tres casos (4.190).

Sitios de trombosis: En relaciéon con la localiza-
ci6n de los eventos trombdticos, se encontraron las
siguientes: Trombosis venosa profunda (TVP) de
miembro pélvico izquierdo 44.4%, seguido de la
TVP de miembro pélvico derecho con 15.3%, trom-
bosis cerebral 13.99% y 8.3% tuvieron el diagndstico
de tromboembolia pulmonar. En 9.7% las localiza-
ciones fueron subclavias y axilares. Se presentaron en
seis casos (8.3%0) de trombosis bilateral.



Tabla 1. Determinacién de marcadores de hipercoagulabilidad en

pacientes con trombosis.
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Tabla 2. Frecuencia de los diferentes defectos biologicos evidenciados

en los pacientes con trombosis

R Percentiles Valores
ediana

(25-175) Normales
Proteina C 90 75—-110 70 —-130%
Proteina S 90 75-110 65-140%
Antitrombina 90 78 =100 80—-120%
Plasminégeno 90 80—100 80-120%
Resistencia a la Proteina C

227 200 -250 > 120 .
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Discusion

La trombosis se define como un estado clinico altera-
do, en el que existe una predisposicion a la formacion
de un trombo, el cual puede presentarse tanto en te-
rritorio venoso como arterial y puede ser localizado
o embolizar. La trombosis usualmente se presenta
en venas profundas de miembros inferiores, aunque
también puede presentarse en el cerebro, en la retina
o en el mesenterio. Algunos individuos experimen-
tan solamente un episodio trombdtico tinico, y otros
pueden presentar multiples eventos, los cuales se de-
ben a diferentes factores que pueden ser adquiridos
dando lugar a la trombofilia secundaria ocasionada
por factores conocidos que generalmente son de corta
duracién como por ejemplo el embarazo, infecciones,
obesidad, inmovilizacién y la ingesta de anticoncep-
tivos orales, o también se debe a factores hereditarios
que dan lugar a la trombofilia primaria. Los factores
hereditarios, incrementan la tendencia.

Se analizaron las pruebas de hemostasia de 72 pa-
cientes en quienes todos los valores se encontraban
pricticamente en rangos normales. En cuanto a
las pruebas de hipercoagulabilidad se encontraron
alteraciones en 29 casos, lo que estadisticamente se
traduce en una prevalencia de 40.2%.

Esta bien determinado que estas deficiencias son
responsables de trombosis en edad temprana, de he-
cho la prevalencia mds frecuentemente informada es
la RPCa que constituye la expresion fenotipica de un
defecto molecular localizado en el factor V de la coa-
gulacién como originalmente lo describié Dahlback,
y ala cual se le atribuye la principal causa de trombo-
sis venosas;' sin embargo, en este estudio se demostrd
una baja prevalencia, tres casos con la mutacion del
factor V Leiden. En nuestro estudio en poblacion

Defecto Frecuencia%
Resistenciaala PCa 9(12.9)
Deficiencia de Proteina C 5(6.9)
MTHFR-Homocigota 5(6.9)
Mutacién V Leiden 3(4.1)
Deficiencia de Antitrombina 2(2.7)
Deficiencia de Proteina S 2(2.7)
Mutacién 20210 de la protrombina 2(2.7)
Deficiencia de Plaminégeno 1(1.3)
Total 29 (40.29)

mexicana, se evidenci6 la mutacion G20210 del gen
de la protrombina en dos pacientes, con una preva-
lencia de 1.7%, lo que también implica una baja pe-
netrancia de este defecto y probablemente en general
en la poblacién mexicana.

El encontrar prevalencia baja de mutaciones atri-
buibles al Factor V Leiden y a la G20210 de la pro-
trombina, con valores similares a lo previamente pu-
blicado en Brasil, hace pensar que estos dos defectos
son importados de la poblacion Europea y que si jue-
gan un papel muy importante las diferencias raciales.?

Se han descrito nueve mutaciones termoestables
en el gen de MTHE, el cual se localiza en el cromo-
soma 1p36.3. La mutacién termoldbil mas comun de
la MTHER es la C677T, una mutacion autosdmica
recesiva, en la que se sustituye una alanina por una
valina en la proteina, creando un sitio de restriccion
para la enzima Hint". La mutacién homocigota se ca-
racteriza por una disminucién en la actividad en cerca
de 50% en la capacidad de donar grupos metilo a la
enzima metionina sintetasa, con lo que disminuye
la velocidad de conversion de homocisteina hacia me-
tionina, elevindose los niveles de homocisteina. La
prevalencia de este polimorfismo varfa con la pobla-
ci6n norte de Italia (26%), Sur de Italia (8%0); oeste
de Africa (33%).* La incidencia de mutacién hetero-
cigota es mds frecuente que la homocigota, mismo
resultado que en este estudio, demostrandose 48 pa-
cientes heterocigotos y cinco homocigotos.

En nuestro estudio con 72 pacientes, 29 pacien-
tes (40.290) presentaron algtin defecto primaria para
trombofilia, en 60% no se identificd alguna causa
de trombofilia primaria, y no existi6 algun factor de
riesgo que desencadenara la patologia, por lo que se
abre una puerta a la investigacion, ya que pueden
existir algunos otros factores que hasta el momento
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no se han descubierto y en los que efectivamente, las
diferencias raciales podrian contribuir a esta causa.

Conclusiones

La prevalencia de RPCa sin relacién con la mu-
taci6én del FV Leiden y/o mutacion del G20210, nos
hace sospechar que ésta sea atribuida a otras causas
que hasta el momento no se han detectado. La pre-
sencia de homocigotos de la MTHEFR es de 7% en
poblacién mexicana, lo cual constituyo el defecto
primario mds frecuente. Con el aporte adecuado de
Acido félico o B,,, se puede prevenir esta patologia.
Existe todavia un grupo importante de pacientes con
trombosis donde no se pudo identificar la causa por
pruebas de laboratorio, por lo que deben efectuarse
estudios con los que se identifiquen otras razones no
conocidas, como polimorfismos del PAI-1, de la Glu-
coproteina IIb/Illa o por incremento en los factores
de la coagulacion

No debe subestimarse el diagnéstico de TVP;
éste debe sospecharse y estudiarse a profundidad
en todos aquellos pacientes que desencadenan un
cuadro de trombosis, venoso o arterial, en eda-
des tempranas y sin algin factor de riesgo o cau-
sas secundarias con la finalidad de prevenir eventos
trombocitos recurrentes.
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