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ABREVIATURAS.

TVP: Trombosis venosa profunda.

TEP: Tromboembolismo pulmonar.

ADP: adenosin difosfato.

PAR: Receptores de proteasa activada.

FvW: Factor von Willebrand

TF: Factor tisular.

F: Factor.

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular.

FIl: protrombina

Flla: trombina

tPA: activador tisular del plasmindgeno.

PAIl: inhibidores de activador del plasmindgeno.
FVL: Factor V Leiden.

PC: Proteina C.

PS: Proteina S.

AT: Antitrombina.

PGM: Mutacidn del gen de la protrombina.
SAF: Sindrome antifosfolipido.

HPN: Hemoglobinuria 3 paroxistica nocturna.
NMP: Neoplasias mieloproliferativas.

TEV: Tromboembolismo venoso.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa.
RPL: Riesgo de pérdida recurrente de embarazo.
ETEV: Enfermedad tromboembdlica venosa.
ACV: Accidentes cerebrovasculares.

SEMI: Sociedad Espafiola de Medicina Interna.
RIETE: Registro Informatizado de pacientes con Enfermedad Tromboembdlica.
CEICA: Comité de Etica de la Investigacién de la Comunidad de Aragén.
S.I.L: Sistema Informatico de Laboratorio.
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet.

ARMS: Sistema de mutacion refractaria a la amplificacion.
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CE: Comunidad Europea.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

RPCa: Resistencia a la proteina C activada.
AIT: Accidente isquémico transitorio.

FIV: Fecundacién in vitro.

PTM: Mutacién protrombina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

DVT: Trombosis venosa profunda

PE: Tromboembolismo pulmonar.



INDICE

1. RESUIMEN ...ttt ettt ettt e ettt et e e e sttt e e e e e e e aas b e et e e e e e e s s bebteeeeeesasnsnbteaeeeeseansnbaeaeaeesesansen 6
2. INTRODUGCCION ..ottt et 8
2.1. Trombosis: definicion y aspectos de la enfermedad. .........coecvviiieciir e 8
2 S I To] [o) = = We [N - ol Y- Y= U] ol o Y o KNSR 8
2.2.1. FASE VASCUIAI .ttt ettt et st e et st e e bt e st e e e bt e s b e e e nee s b e e e neeeares 8
2.2.2. Hemostasia primaria (activacion, adhesion y agregacion) ........cccecveeveiveeveeeiieeeseessee e 9
2.2.3. Cascada de coagulacion: Propagacion del cOAgulo. ......c.cocvveeeiiiiiiciee e 9
2.2.4. Modelo celular de 12 coaguIaCion ........cc.ueiiiuiiie et e 10
B T o o] 1Yo 11 PR 11
2.3. Trombofilia y mutaciones asociadas a trombofilia hereditaria..........cccccoveeevcieiieciiiecceeeeiee, 11
2.4. Trombosis y €l emMbarazo de MESE0. ......eiiicuiieieiiiie et e e e e e erare e e e abae e e s aaeaaan 12
T D E) (o = T X oF: o I- T USRS PUPT SRR 13
2.6. Procedimiento para el estudio genético de mutaciones y polimorfismos de trombofilia
hereditaria (norma UNE-EN ISO 15189) €n €l HUMS........ccoiiieiiie ettt e ve e te e ve e e esaree e 15
3. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO ...ttt sttt ste ettt st sae e sbe e b e bt sabesstesmeesbeenbeenbeenneenes 16
3.1. ODbjJetiVOS CAUEMICOS ....eeruviiiiieriiieiee ettt ettt ettt et e st e s bt e e bt e e baeebe e e sbee e bt e e saaeesbeeesnseenneees 16
A, METODOLOGIA ...ttt ettt ettt sttt s sttt ettt e bt ettt esese st et ss et ssssstesesesnes s e 17
4.1. Estrategia de busqueda bibliografica. ........ccceiiiiie i 17
4.2. Variables @ analizar y StadiStiCa.......cccuieieiiiie ettt et e e et e e e aae e e eaaeeean 17
4.3. Criterios de inclusion y exclusion en la base de datos filtrada..........cccoeeveviviieeieciec e, 18
4.3.1. Criterios de eXClUSION GENEIAIES .......vuiiieceieieeciiee e et e et e e e stee e e rae e s saaeeeesntaeeeenes 18
4.3.2. Criterios de iNClUSION ENEIAIES..........eeceiiiie ettt e et e et e e et e e e eabeeaeeaes 19
4.3.3. Criterios de inclusidn respecto a las MULACIONES ........cccveieeiiieeciiiiee e 19
4.3.4. Criterios de exclusion respecto a 1as MUtACIONES .......ccccvviiievieeeiciee e 19
4.3.5. Criterios de exclusion respecto a otros eventos tromboticos ........ccceccvveeeeiiieeccieeeceiiee e 19
4.4. Aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad de Aragdn (CEICA). ........ 19
5. RESULTADOS Y DISCUSION......cocviuieiriecieteiieaeieietessisss s seses sttt ssse s s bbbt s s s nseaes 20
5.1. Mutaciones trombofilia hereditaria.......c..ccoveeieiiriiiii e 20
5.2. Principales eventos tromMDOTICOS. ......c.uuiiiiiuiieieciie ettt ee ettt e e e tae e e eeate e e e e aaeeeeaaaeaaan 22
5.3. Otros eVeNtos trOMBDOTICOS. ..coiuiiiiiiieiietieieete ettt ettt ettt ettt sbeesbeenae e 23
5.4. Correlacion genotipo con evento trombOtiCO. .....ccoccviiriiciiee e 23
5.5. Mutaciones tromboticas segun €dad Y SEXO........ccceciereriieeeeriieeeeiiereseree e sre e e e e e senae e snaeees 24
5.6. Servicios y centros de extraccidn de los pacientes con mutaciones de trombofilia ................... 26
6. CONCLUSIONES......eiiiiiitieteeie ettt sttt et st s s st sa e n e et et eme e e b e e b e e r e e e s an e senesenesreesmeenneenneenes 27
7. BIBLIOGRAFIA. ..ottt b bbbt bbb bbbt b s s naeees 28
8. AINEXOS. ...ttt bttt et et e a e eh e bt ekt e a bt ea e e eh e ehe e bt e bt e a bt eateehteebe e b e et e eabeeatesaeesheesheenbeenee 31



indice de tablas.

Tabla 1. Mutaciones detectadas con el Kit Elucigene TRP-F pluS. ....c.coveeciiieiecieie e, 15
Tabla 2. Tipo de muestra primaria, recipientes y aditivos........cccceeevciiieieciiie e 15
Tabla 3. Frecuencias relativas y porcentajes de pacientes con mutaciones...........cccvvveeeeeeeeennns 20
Tabla 4. Casos con eventos trombdticos principales y porcentajes respecto del total. .............. 22
Tabla 5. Otros eventos trombdticos no comentados previamente y su frecuencia relativa. ...... 23
Tabla 6. Pacientes con mutaciones de trombofilia hereditaria y con eventos trombdticos ....... 23
Tabla 7. Mutaciones segun edad (intervalos de 20 afos) y sexo (masculino o femenino). ........ 24

Tabla 8. Parametros calculados segun la variable edad (respecto al nimero de mutaciones)... 25
Tabla 9. Percentiles de las mutaciones segln la €dad.........cceeecviiiieiiiii i e 25

Tabla 10y 11. Servicios (tabla 10) y centros de extraccion (tabla 11) de los pacientes con
mutaciones de trombofilia hereditaria. .......ccoceeeeeiiie e 26

indice de figuras.

Figura 1. Cascada de COagUIACION..........eii ittt et e e e eaae e e e eaaaeeean 10
Figura 2. Modelo celular de la coagulacion y sus 3 fases......cccecuieeeeciiieeecciiee e 11

Figura 3 y 4. Total de altas hospitalarias con ETV del 1999 al 2003 (23) y total de casos de ETV

(PIrdmMide de €dad) (23)....uieccieeicieeiie ettt et e et e erre et e et e e s e e e b e e e s be e sra e e aaeeebaeenares 14
Figura 5. Total de casos de ETV por Comunidades Autondmicas del 1999 al 2003 .................... 14
Figura 6. Factores de riesgo en ambos sexos y teniendo en cuenta todas las edades (24)......... 15
Figura 7. Niumero de pacientes con mutaciones asociadas a trombofilia hereditaria................. 20
Figura 8. Pacientes con eventos trombdéticos, recogidos en la base filtrada. ........ccccccvvveeennneen. 22
Figura 9. Niumero de mutaciones segun €dad ¥ SEXO.......ccccveieriiieeeeiireeeniiieeeesireeeessreeeessneees 24

Figura 10 y 11. Numero de mutaciones segun el sexo (Figura 10) y nimero de mutaciones
segln el rango de edad (FIGUIa 11). ....cociii ettt e et e e e etee e e e earae e e enreas 25



1. RESUMEN

La trombofilia es una anomalia del mecanismo de coagulacién sanguinea, que aumenta la
posibilidad de sufrir eventos trombdticos, sucedidos al formar codgulos en el interior de venas o
arterias. La trombofilia, se divide en hereditaria o adquirida. Este trabajo se centrd en la
hereditaria, producida por trastornos genéticos de proteinas hemostaticas especificas, siendo
las mas relevantes la asociada a la variante de factor V Leiden y a la variante del gen de la
protrombina. A partir de un estudio descriptivo y retrospectivo y analizando una base de datos
pseudonimizada de resultados de estudios genéticos de trombofilia hereditaria (realizados en el
laboratorio de genética del HUMS durante un periodo de diez afos), se calculd la frecuencia de
las mutaciones en los genes que codifican para los factores de coagulacion de Leiden (mutacion
R506Q) y de protrombina (mutacion G20210A), tanto en homocigosis, heterocigosis, y
heterocigosis compuesta R506Q/G20210A en individuos que habian sufrido algin evento
trombdtico. Después, se observé la correlacion genotipo-fenotipo, segun la edad y género.

Los resultados mostraron que el evento trombdtico (fenotipo) mds asociado a la mutaciéon
R506Q fue la TVP (61%), al igual que en la mutacién G20210A (45%). Sin embargo, en individuos
heterocigotos compuestos R506Q/G20210A, el TEP fue predominante (60%). La mutacidn mas
frecuente detectada fue la R506Q en heterocigosis (50%) y el evento trombdtico mas comun fue
el TVP (53%), excepto en los individuos dobles heterocigotos, en donde el mas frecuente fue el
TEP (60%). Por otro lado, respecto al nimero de mutaciones seglin sexo y edad, se observd
mayor frecuencia en mujeres (57%) que hombres y el intervalo de edad mds frecuente fue 40-
59 afios (36%) y el que menos 80-99 afios (1%). La mutacion mas frecuente fue la G20210A en
heterocigosis (46%) y los principales eventos trombdticos fueron TVP (38%), seguido del TEP
(23%), abortos de repeticidn (18%), ictus (16%) y trombosis retiniana (5%).

ABSTRACT

Thrombophilia is an anomaly in the blood coagulation mechanism that increases the likelihood
of experiencing thrombotic events, which occur when blood clots form inside veins or arteries.
Thrombophilia can be divided into hereditary or acquired forms. This study focuses on the
hereditary form, which is caused by genetic disorders involving specific hemostatic proteins, with
the most relevant being associated with the Factor V Leiden variant and the prothrombin gene
variant. Using a descriptive and retrospective study approach and analyzing a pseudonymized
database of results from genetic studies on hereditary thrombophilia (conducted in the genetics
laboratory of HUMS over a ten-year period), the frequency of mutations in genes encoding for
the coagulation factors Leiden (R506Q mutation) and prothrombin (G20210A mutation) was
calculated, both in homozygosity, heterozygosity, and compound heterozygosity
R506Q/G20210A in individuals who had experienced a thrombotic event. Subsequently,
genotype-phenotype correlations were observed based on age and gender.

The results showed that the thrombotic event (phenotype) most associated with the R506Q
mutation is DVT (61%), as is the case with the G20210A mutation (45%). However, in compound
heterozygosity R506Q/G20210A, it is PE (60%). The most frequent mutation detected was R506Q
in heterozygosity (50%), and the most common thrombotic event was DVT (53%), except in
double heterozygous individuals, where PE was more frequent. Furthermore, regarding the
number of mutations by sex and age, a higher frequency was observed in women (57%) than in
men, and the most common age range was 40-59 years (36%), while the least common was 80-
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99 years (1%). The most frequent mutation was G20210A in heterozygosity (46%), and the main
thrombotic events were DVT (38%), followed by PE (23%), recurrent miscarriages (18%), stroke
(16%), and retinal thrombosis (5%).



2. INTRODUCCION
2.1. Trombosis: definicion y aspectos de la enfermedad.

Los eventos trombéticos suceden al formarse coagulos sanguineos (masas de sangre solidificada)
en el interior de las venas o arterias, formando trombos. Por otro lado, un trombo puede
desprenderse e ir a otras regiones del cuerpo, llamado émbolo (1).

Algunas posibles causas de formacion de codgulos de sangre pueden ser el reposo en cama
mucho tiempo, una cirugia, un embarazo (durante o después) o tomar hormonas
anticonceptivas, entre otras posibles causas. Ademas, es mas probable que se forme un trombo
tras una lesion, por ello las personas con cancer, obesidad o enfermedad en higado o rifidn son
mas propensas a esto.

Los coagulos de sangre pueden generar problemas en funcion de la ubicacion de estos (2):

e Trombosis venosa profunda (TVP): son coagulos de sangre formados en una vena
profunda, generalmente en piernas, muslos o pelvis (bloquean la vena y dafian la
pierna).

e Tromboembolismo pulmonar (TEP): se produce si el trombo de una vena se desprende
y viaja por la sangre hasta los pulmones (dafia el pulmén y evita que otros érganos
reciban el oxigeno necesario).

e Trombosis en senos venosos cerebrales: Son trombos poco comunes en los senos
venosos del cerebro. Se bloquea el drenaje de sangre (normalmente los senos venosos
drenan sangre del cerebro), pudiendo producir accidentes cerebrovasculares
provocando hemorragias.

e Coagulos de sangre formados en otras partes del cuerpo: Pueden producir isquemias
cerebrales, ataques cardiacos (infarto), problemas en rifiones, insuficiencia renal o
problemas en embarazadas.

2.2. Fisiologia de la coagulacion

La hemostasia es el proceso por el que se forma un codgulo (al formarse |la trombina) en la zona
donde se da una lesidn vascular y de esta forma se mantiene la sangre en estado liquido. Tiene
varias fases (3): fase vascular (factores endoteliales), fase plaquetaria (hemostasia primaria) fase
plasmatica (hemostasia secundaria), terminacién de la coagulacion (mecanismos
antitromboticos) y disolucion del coagulo (fibrindlisis). Al inicio de la coagulacidn (hemostasia
primaria) se da vasoconstriccion, adhesion y agregacidon plaquetaria, formandose un tapon
plaquetario para después formar fibrina por la hemostasia secundaria.

2.2.1. Fase vascular

De todas las plaguetas, pocas son las que interactian con la pared vascular intacta debido a la
superficie no trombogénica de la pared vascular. Los glucosaminoglicanos reclutan antitrombina
plasmatica, para la unidn y neutralizacién de la trombina. La trombina se une a trombomodulina
y la activacion de la proteina C rompe los factores V y VI, impidiendo la generacién de trombina.



2.2.2. Hemostasia primaria (activacion, adhesion y agregacion)

Al lesionarse el endotelio, se liberan elementos para el reclutamiento de plaquetas, otros tipos

celulares y factores procoagulantes (3).

Activacién plaquetaria: Ocurre por estimulos por adenosin difosfato (ADP), trombina o
colageno entre otros. Al haber lesidn endotelial, se exponen elementos subendoteliales
(microfibrillas, laminina, colageno). Estos promueven la adherencia, activacién vy
secrecién plaquetaria. Las integrinas son receptores de proteinas adhesivas, destacando
las integrinas GPla/lla y GPVI, que son dos receptores de colageno, claves para la
adhesidn y activacidn plaquetaria. La activacion de la trombina se media por receptores
de proteasa activada (PAR) como PAR-1 y PAR-4. En esta etapa se libera ADP de las
plaguetas para poder agregar mas plaquetas y asi aumentar su niumero.

Adhesion: Tras la activacién, se dan cambios morfologicos en las plaquetas,
produciéndose pseuddpodos que aportan adhesividad plaquetaria. Esta adhesién se
media por la unién de receptores de la superficie plaguetaria. GPIb/IX/V se une al factor
von Willebrand (FvW) en la matriz subendotelial (si se da alguna deficiencia en ellos se
dan la enfermedad de Von Willebrand y de Bernard Soulier).

Agregacién: Se dan cambios en el receptor GPIIb/Illa en la superficie de las plagquetas,
haciendo que se unan el FvW y el fibrindgeno, produciendo asi la unién de las plaguetas.

2.2.3. Cascada de coagulacion: Propagacion del coagulo. Se compone de 3 vias:

Via extrinseca: Se activa al darse un dafo tisular exponiendo el factor tisular (TF). EI TF
que se secreta se une al FVII provocando su activacién (FVIla). El complejo TF-FVlla
converge en el FX y activa la via comun de la coagulacion produciendo fibrina y también
activa al FIX de forma indirecta. La fibrina generada al activarse FX por el complejo TF-
FVlla no es suficiente para formar un codgulo estable y por ello se necesita activar FIX y
generar trombina por la via intrinseca (3).

Via intrinseca: Actlan proteinas plasmaticas como FXII, FXI, precalicreina y cininégeno.
Estas se activan al estar en contacto con superficies de carga negativa. Se activa FXII, el
cual una vez activo, junto con el cininégeno de alto peso molecular, activan al FXI. El FIXa,
gracias a FVIII, se une a FX y se convierte en Xa (3).

Via comun: EI TF es un cofactor importante para que se active FVII. El complejo TF-FVlla
activa a FX y FIX. El factor IX, por medio de FVIII activa a FX. Se necesita una doble
activacion de FX debido a la cantidad limitada que hay de TF y por la presencia del
inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), que al unirse a FXa inhibe el complejo TF-FVlla.
Los factores V, I, y | forman parte de esta via. Cuando el factor X se activa, el factor V se
une a FXa (se inactiva el calcio por la proteina C y la proteina S, para prevenir una
coagulacién demasiado grande). Por otro lado, el complejo protrombinasa (Xa-Va)
convierte el Fll (protrombina) en Flla (trombina). Se necesita FXIIl (estabilizador de
fibrina) para estabilizar el codgulo y junto con el fibrindgeno, controlan el nimero de
eritrocitos atrapados en el trombo (asi controlan el tamafio del trombo). La cascada de
coagulacidn se ve reflejada en la imagen a continuacion (Figura 1) (3).
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Figura 1. Cascada de coagulacion. Via comun (verde), intrinseca (gris) y extrinseca (naranja) (3).
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2.2.4. Modelo celular de la coagulacién

Se diseid este modelo al ser complejo y dindmico el proceso de hemostasia. En ese modelo, se
explica la formacion de fibrina como resultado de dos procesos: coagulacién (formacion de
trombina) y la actividad plaquetaria, que se complementan mutuamente y en el que las 2 vias
de coagulacion (intrinseca y extrinseca) van unidas practicamente desde el principio del proceso.

Se divide en 3 fases (Figura 2) (3): iniciacion, amplificacion y propagacién.

e Iniciacion: Tras la lesién vascular, y unirse TF a FVII, el complejo TF-FVlla activa a FX y FIX
transformando protrombina en trombina. El FXa se une al factor Va. La cantidad de
trombina que se produce en esta fase es insuficiente para completar el proceso de

formacidn de fibrina, por ello se da el siguiente proceso.

e Amplificacién: La trombina generada anteriormente (junto con calcio y fosfolipidos)
activan los factores Xl, IX, VIII, y V, para acelerar la activacidén plaquetaria (los factores

comentados van a la superficie de las plaquetas y se activan).

e Propagacién: Proceso final donde se forma trombina de forma masiva y se forma

finalmente el codgulo estable.
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1. Inicio 2. Amplificacién 3. Propagacién
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T /
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Fibrinégeno ———= Fibrina

Figura 2. Modelo celular de la coagulacion y sus 3 fases (3).

2.2.5. Fibrindlisis

Proceso en el que la fibrina se degrada en productos solubles. Se da de manera extravascular e
intravascular, lo cual es importante para la permeabilidad de los vasos sanguineos. Tras la lesidon
tisular, con fibrina, se libera activador tisular del plasminégeno (tPA) de las células endoteliales.
La plasmina produce sobre la fibrina productos de degradacién de fibrina solubles. Asi, el
plasmindgeno se une a la fibrina y al tPA. Este complejo convierte el plasmindgeno en plasmina.
La plasmina se regula por células endoteliales vasculares, que secretan activadores del
plasmindgeno e inhibidores de activador del plasminégeno (PAI-1y 2) (3).

La tPA se encuentra en el plasma formando un complejo con su inhibidor PAI-1. La generacion
de plasmina por el tPA se da en el codgulo de fibrina. El tPA y el fibrindgeno se unen a la fibrina,
de forma que se aumenta la eficiencia catalitica del tPA. Por ultimo, destacar la uroquinasa,
presente en la orina y la cual es el mayor activador de la fibrindlisis extracelularmente (3).

2.3. Trombofilia y mutaciones asociadas a trombofilia hereditaria

La trombofilia describe la trombosis tanto hereditaria como adquirida. Este trabajo se centra en
la trombofilia hereditaria, la cual se produce por trastornos genéticos de proteinas hemostaticas
especificas. Las trombofilias hereditarias mds relevantes son las causadas por variantes
patogénicas en el gen F5, la variante de factor V Leiden, (FVL) (G1691A) y en el gen de la
protrombina (F2 G20210A). En menor medida se dan la deficiencia de proteina C (PC), la
deficiencia de proteina S (PS) y la deficiencia de antitrombina (AT) (4).

La mutacién FVL provoca un fallo de coagulacién del factor V, con sustitucion G > A en el
nucledtido 1691 del cromosoma 1 (regién cromosémica 1g23) y que se hereda como rasgo
autosémico dominante. La mutacién del gen de la protrombina (PGM), se produce por un
defecto de coagulacidon del factor Il, heredado como rasgo autosémico dominante, con
sustitucidon G > A en el nucledtido 20210 del cromosoma 11. La deficiencia de AT se da tras mas
de 250 mutaciones diferentes del gen AT (regidon cromosdmica 1g23-25), que se hereda como
rasgo autosémico dominante. La deficiencia de PC se produce al haber mas de 160 mutaciones
distintas del gen PC, heredado como un trastorno autosémico dominante, ubicado en el
cromosoma 2 (2q13-14) (5). Por ultimo, la deficiencia de PS se da tras mas de 130 mutaciones
autosdmicas dominantes del gen ubicado en el cromosoma 3 (region 3q11.2) (6,7).
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Por otra parte, las trombofilias adquiridas mas relevantes son el sindrome antifosfolipido (SAF),
la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), las neoplasias mieloproliferativas (NMP) y la
presencia de una mutacién JAK2 en ausencia de un fenotipo de NMP. Hay que tener en cuenta
que tanto las trombofilias adquiridas como las hereditarias pueden interactuar entre ellas y
aumentar el riesgo de trombosis durante el embarazo o hasta seis semanas postparto
(puerperio) (4).

Como se ha comentado previamente, este estudio se centra en las variantes del factor V Leiden
y las variantes del gen de la protrombina, ya que son las mas analizadas y se relacionan con un
TEV (tromboembolismo venoso) (8). Estas variantes se detectan por métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y su prevalencia cambia segun la etnia. En
heterocigotos para el factor V Leiden esta presente en torno a un 5% en caucasicos, mientras
que en Africa o Asia oriental es casi inexistente. En cuanto a la variante de gen de la protrombina
se da en 1-2% de caucasicos, siendo su prevalencia menor en otras etnias (9).

La causa de la variante del factor V Leiden, se debe a la eliminacién de un sitio de escisidn para
la proteina C activada en el factor V, aumentando la actividad procoagulante. Por otra parte, en
la variante del gen de la protrombina, se trata de una mutacidn puntual G20210A (sustitucion
de guanina por adenina) en la zona no traducida 3' del gen (10), aumentando los niveles de
protrombina (11). En cuanto al diagndstico genético de trombofilia hereditaria, en los casos que
experimentan un evento trombdtico, se efectia el estudio de las dos mutaciones citadas
anteriormente (mutacién FVL y PGM). En el caso de la trombofilia del factor V, se identifica la
variante heterocigota u homocigota c.1691G>A (mutacion R506Q, en la que se sustituye arginina
por glutamina) del factor V Leiden en el gen F5. También se puede realizar prueba de coagulacion
como un ensayo de resistencia a la proteina C activada (2). Por otro lado, el diagndstico de la
trombofilia por protrombina se debe a la identificacién de la variante 20210G>A homocigota u
heterocigota (c.97G>A) en el gen F2, que codifica para la protrombina. Ambas variantes pueden
aumentar de 3 a 5 veces el riesgo de padecer un TEV (12). Durante el embarazo incrementan el
riesgo de sufrir un evento trombdtico, pero no se correlacionan con un mayor riesgo de
preeclampsia u otras complicaciones durante el embarazo (13).

También hay variantes en otros genes que tienen gran prevalencia y que ocasionan un mayor
riesgo de que ocurra una trombosis. Estas variantes son la metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), SERPINE1 (codifica el inhibidor tipo 1 del activador del plasmindgeno) (PAI-1) y el factor
XIll, y otras variantes asociadas a los cambios en los factores procoagulantes comentados (14).
A pesar de esto, su relacion con la trombosis no es lo suficientemente considerable y el efecto
que producen es pequefio, por lo que no se consideran en los paneles de trombofilia. Ademas,
aunque muchas variantes en un individuo podrian indicar un riesgo de recurrencia, aiin no se ha
determinado en la practica (15).

2.4. Trombosis y el embarazo de riesgo.

La situacidon de embarazo se considera un estado de hipercoagulabilidad por cambios fisioldgicos
en sistemas de coagulacion. Por ello, es comun realizar pruebas en embarazadas para detectar
trombofilias, ya que se ha demostrado que estas pueden relacionarse con fallos o complicaciones
durante el embarazo (16). Hasta un 44% de coagulos relacionados con el embarazo en pacientes
con antecedentes de tromboembolismo venoso (TEV) se asocian a mutaciones del factor V
Leiden, mientras que en el caso de la protrombina G20210A es de un 17%. Ademas, se ha
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estimado que 1 de cada 500 heterocigotos del factor V Leiden y 1 de cada 200 heterocigotos de
protrombina G20210A experimentaran un evento trombdtico durante el embarazo (17).

Por otra parte, en otros estudios previos (5), se demuestra que las mujeres embarazadas con
trombofilia hereditaria pueden tener un mayor riesgo de pérdida recurrente de embarazo (RPL)
en comparacidn con el grupo de referencia (7). Se determind la presencia de trombofilia
hereditaria incluyendo la mutacién FVL, PGM, deficiencia de AT, deficiencia de PC y deficiencia
de PS. El resultado de interés se vio en el RPL, definido como dos o mds pérdidas de embarazos
(18), y que puede ser temprano (pérdidas de embarazos antes de la semana 13 de embarazo) o
tardio (después de la semana 13 de embarazo).

Al analizar los datos de 81 estudios (5) se determind una asociacion significativa entre la
mutacién FVL y RPL. Las diferencias en el riesgo de RPL asociado con FVL fueron significativas
para diferentes regiones geograficas y tipos de RPL. Respecto a la relacién entre PGM y RPL, al
analizar 64 estudios, se indicé también una asociacion significativa entre PGM y RPL.

Segun el metaanalisis completo (5), con 89 estudios con 30.254 personas, se determind que la
trombofilia hereditaria estaba asociada con la RPL. En general, la mutacién FVL, la PGM y una
deficiencia de PS pueden aumentar el riesgo de RPL 2,44 veces, 2,08 veces y 3,45 veces,
respectivamente. Sin embargo, no se vio asociacién entre la deficiencia de AT o PCy el RPL.

Por otro lado, se determina que la regién geografica podria tener una influencia significativa en
la asociacién entre la trombofilia hereditaria y la RPL, lo cual se correlaciona con la
heterogeneidad étnica.

Las mujeres embarazadas con trombofilia hereditaria al tener mayor riesgo de sufrir RPL,
deberian realizarse pruebas de trombofilia hereditaria (teniendo en cuenta otras variables, como
la etnia y la frecuencia y momento del inicio del aborto espontaneo). Se propone en el estudio
la terapia anticoagulante para mejorar los resultados del embarazo y reducir el RPL, aunque no
hay evidencia de ningln beneficio del tratamiento. Por todo esto, se puede concluir que se da
asociacion entre la trombofilia hereditaria y un mayor riesgo de RPL, especialmente para la
mutacion FVL, PGM y la deficiencia de PS.

2.5. Datos en Espana

Segln un estudio retrospectivo observacional (19) en el que se evalud la enfermedad
tromboembdlica en diez afios en Galicia (2006-2015), la incidencia de la enfermedad
tromboembdlica venosa (ETEV) en Espafia es de aproximadamente 154 casos por cada 100000
habitantes (20), teniendo una mayor incidencia con la edad, siendo la media de edad en torno a
65 afios y una mayor frecuencia en el género masculino. El tromboembolismo pulmonar (TEP)
tiene una mayor mortalidad (11,6%) respecto a la trombosis venosa profunda (TVP) que es en
torno al 2,3% (21). Ademas, los ictus isquémicos representan el 80% de los accidentes
cerebrovasculares (ACV), siendo causa frecuente de hospitalizacion y de mortalidad en la
poblacion (22).

También se deben valorar datos de ETEV recogidos en Espafia del 1993 al 2003 (23) elaborados
por la Sociedad Espafiola de Medicina Interna (SEMI) y factores de riesgo de ETEV, registrados el
1 de agosto de 2023 por el Registro Informatizado de pacientes con Enfermedad
Tromboembdlica (RIETE), que cuenta con 107206 pacientes.
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Figura 1. Total altas hospitalarias con Enfermedad Tromboembdlica Venosa (ETV): 1999-2003 Figura 3. Total casos ETV 99-03: Pirémide de edad
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Figura 3 y 4. Total de altas hospitalarias con ETV del 1999 al 2003 (23) y total de casos de ETV
(piramide de edad) (23).

Como se puede ver en la gréfica de la izquierda (Figura 3) (23), del 1999-2003 se da un total de
134640 altas hospitalarias, siendo un 29,6 % por TEP, un 22,4% por TVP y el resto de ingresos por
diagndstico secundario (48,1%). Se observa un aumento progresivo de las altas hospitalarias con
ETEV en Espania, lo cual es un aspecto a tener en cuenta. Por otro lado, en la gréfica de la derecha
(Figura 4) (23) la mayoria de casos de ETEV se da entre los 70 y 80 afos, siendo la mayor
incidencia entre 75 y 79 afios. La relacién de ETEV entre hombre y mujer es casi 1:1 (51% y 49%
respectivamente), siendo la edad media de 68 afios en mujeres y de 65 afios en hombres.

Figura 2. Enfermedad Tromboembolica Venosa: Total casos dados de alta por CC.AA.
durante 1999-2003
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Figura 5. Total de casos de ETV por Comunidades Autondmicas del 1999 al 2003 (23).

Como se puede ver en la imagen (Figura 5) (23), del 1999 al 2003 la comunidad auténoma con
mas incidencia es Andalucia (26781 casos de ETEV), seguida de Madrid y Catalufia. Respecto a
Aragdn, es la octava comunidad con mayor incidencia, con un total de 6544 casos.

Por otro lado, se consideran los Factores de riesgo de ETEV obtenidos por el RIETE (24) y que se
muestran a continuacion:
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Factores de riesgo Sexo
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Figura 6. Factores de riesgo en ambos sexos y teniendo en cuenta todas las edades (24).

Como se puede observar en la imagen (Figura 6) (24), puede no haber factores de riesgo
conocidos (45,33%), siendo el mayor factor de riesgo la inmovilizacién prolongada
(encamamiento), seguido de cancer, cirugia, tratamiento hormonal o viajes (y en menor medida
embarazo o puerperio).

2.6. Procedimiento para el estudio genético de mutaciones y polimorfismos de
trombofilia hereditaria (norma UNE-EN 1SO 15189) en el HUMS

En el laboratorio de genética del Servicio de Bioquimica Clinica del HUMS se realiza el estudio
genético de las mutaciones mas relevantes en la trombofilia hereditaria: mutacién R506Q del
factor V Leiden y la mutacién G20210A del factor de la protrombina.

La técnica de deteccién empleada se trata de la amplificacion especifica de alelos-ARMS (Sistema
de Mutacion Refractaria a la Amplificacidn) fluorescente usando el kit comercial Elucigene TRP-
F plus, proveniente de Diagnostica LongWood, siendo una técnica estandarizada, rapida y
validada por la Comunidad Europea (CE). Con el kit se pueden detectar las mutaciones
mencionadas (Tabla 1).

M-u ] Nomenclatura HGVS dbSNP Referencia
polimorfismo
G20210A c.*97G>A rs1799963 NM_000506 LRG_551
R506Q c.1601G>A;p.Arg534GIn rs6025 NM_000130 LRG_553

Tabla 1. Mutaciones detectadas con el Kit Elucigene TRP-F plus.

Respecto al tipo de muestra primaria (Tabla 2), se usa acido desoxirribonucleico (ADN) de
linfocitos de sangre periférica. La muestra elegida es sangre total con EDTA como anticoagulante.

Tipo de muestra Recipiente Contenedor Aditivo

Tubo de vacio tapon MALVA

(4 mL o similar) EDTA

Sangre periférica

Tabla 2. Tipo de muestra primaria, recipientes y aditivos.
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3. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo principal del presente estudio es determinar la frecuencia de las mutaciones en los
genes que codifican para los factores de coagulacién: V o de Leiden (mutacién R506Q) y Il o
protrombina (mutacién G20210A), en homocigosis y heterocigosis, asi como los casos de
heterocigosis compuesta R506Q/G20210A asociadas a trombofilia hereditaria en la poblacion
aragonesa y con ello evaluar la correlaciéon genotipo - fenotipo (tipo de evento trombético),
estableciendo asociacién por edad y género.

Objetivos especificos:

e Filtrar la base de datos aportada desde la Seccién de Genética del Servicio de Bioquimica
Clinica del HUMS, que contiene los datos pseudoanonimizados en bruto de resultados
del estudio genético de trombofilia hereditaria, en pacientes afectados por uno o varios
eventos trombdticos durante el periodo de estudio del afio 2012 al afio 2022, ambos
incluidos.

e Calcular frecuencias genotipicas segun el evento trombético del paciente.

e Relacionar los genotipos mas frecuentes segiin edad (con variacion de 20 afios) y sexo
(masculino o femenino).

e Calcular frecuencia de eventos tromboticos (TVP, TEP, trombosis retiniana, ictus, abortos
de repeticién), anadiendo una sexta categoria llamada “otros eventos trombodticos” que
no incluyen los anteriores.

Plan de trabajo realizado

El proyecto se inicié tan pronto como se recibieron los informes favorables del CEICA. Se realizd
una filtracidn y posteriormente, un analisis estadistico para extraer las conclusiones pertinentes.
Respecto al filtro, primeramente, se filtraron los probando de los no probando, quedandose con
los datos de los probando. Tras esto, se procedié a filtrar en funcién del tipo de evento
trombdtico y, por otro lado, el nimero de mutaciones con pacientes homocigotos vy
heterocigotos de cada una de las dos mutaciones y también los heterocigotos compuestos
R506Q y G20210A. Ademas, se filtraron los pacientes que sufrieron mutaciones de trombofilia
hereditaria en funcién del género y edad de los pacientes. Tras esto, se analizaron otros posibles
eventos trombdéticos, que no fueran los principales analizados y que fueran otras trombosis. Todo
ello se analizd con distintos gréficos segln las variables de estudio sean cualitativas o
cuantitativas.

3.1. Objetivos académicos

e Manejo de bases de datos, clasificacion y filtrado, con el objetivo de facilitar el analisis
de datos.

e Revisidn bibliografica y relacién con los resultados obtenidos en este trabajo para una
discusidn argumentada de los mismos.

e Ampliacion de conocimientos relacionados con la trombofilia hereditaria y las dos
mutaciones mas frecuentes.

e Aplicacién de la estadistica descriptiva para el analisis de los datos obtenidos vy
representaciones graficas.

e Interiorizacion de la importancia de la trombofilia hereditaria en Aragén.
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4. METODOLOGIA

Este trabajo consiste en un estudio descriptivo retrospectivo observacional, proviniendo de una
base de datos pseudoanonimizados proporcionada por la directora, perteneciente a la seccion
de Genética del Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS) en Zaragoza. La base contiene los
resultados genéticos de trombofilia hereditaria de los ultimos 10 afios (2012-2022). Los datos
que se han usado son histéricos y proceden de los registros del Sistema Informatico de
Laboratorio (S.l.L, Modulab) del Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Universitario Miguel
Servet (HUMS).

4.1. Estrategia de busqueda bibliografica.

Respecto a la busqueda bibliografica, los criterios de seleccidn se dirigieron a los trabajos que
recogen datos y frecuencias de trombofilia hereditaria y de alguna de las dos mutaciones
tratadas en este estudio. Por ello los criterios que se siguieron fueron:

e Tipo de estudio: se recogieron principalmente articulos y revisiones sistematicas,
aunque también se hizo uso de informacidn de alguna pagina web.

e Idioma: al no dominar otro tipo de idiomas, se acotd a articulos que se encontraban en
inglés o castellano.

e Fechas de los articulos: Se utilizaron articulos y revisiones de los ultimos 20 afios (2003-
2023), centrandose en aquellos de los ultimos 5 afios, de forma que no se encontraran
los datos desactualizados.

Por otro lado, la fuente principal de informacidn para obtener los articulos que se evaluaron en
este estudio fue Pubmed (motor de busqueda de articulos cientificos generado por la Biblioteca
Nacional de Estados Unidos, que usa la base de datos MEDLINE).

Respecto a la estrategia de busqueda utilizada, se realizaron busquedas en la base de datos
Pubmed. Para ello, se utilizaron opciones de busqueda avanzadas teniendo en cuenta los
criterios comentados previamente y asi poder hacer una mejor seleccién de articulos. Para ello
se realizaron busquedas de revisiones sistematicas por “hereditary thrombophilia”, ademdas de
busquedas de articulos de las 2 mutaciones de estudio (“Factor V Leiden”, “prothrombin
mutation” y “prothrombin G20210A mutation”).

4.2. Variables a analizar y estadistica

En la base de datos se recogieron las variables: fecha de nacimiento, fecha en la que se anotd la
informacion, sexo, informacién adicional abreviado como "par" (en esta variable se recogia si se
considera un probando o no), edad , centro, servicio, centro de extraccién, indicacion
diagndstica, mutacion R506Q y mutacion G20210A (indica si se considera normal, heterocigoto
u homocigoto para esas mutaciones), y una casilla abreviada como "TRRES" (indica si es
heterocigoto u homocigoto para esas mutaciones u otras).

La base de datos, su clasificacidon y estructura, se gestioné en Microsoft Excel 365. En este mismo
programa se realizé el analisis de estos datos y calculo de frecuencias. Las variables cualitativas
fueron: genotipos (mutaciones), eventos trombodticos y sexo. Por otro lado, la variable
cuantitativa que se analizé fue la edad, estableciendo intervalos de edad de 20 afios desde los
19-89 afios (se establecié un intervalo de 0 a 18 afos para poder identificar a jovenes no adultos).
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Respecto a las variables cualitativas, se hizo un calculo de frecuencias relativas (las frecuencias

absolutas son datos), ademas de calcular los porcentajes. Para ello, se usaron las siguientes

formulas:

Frecuencia relaiva =

Frecuencia absoluta

N2 total de observaciones de la muestra

Porcentaje = Frecuencia relativa * 100

Para representar las variables cualitativas, se emplearon los graficos de sectores. Para
representar la variable cuantitativa (sexo), se utilizaron graficos de barras. Para este tipo de
variables, se utilizan estadisticos descriptivos para ver la distribucién y poder comparar datos.

Los estadisticos utilizados fueron la media aritmética de edad, moda, mediana y desviacion
estandar, de forma que se pudiera determinar la distribucién que siguen los datos. También se
calcularon los percentiles (del 10 al 90).

4.3. Criterios de inclusion y exclusion en la base de datos filtrada

4.3.1. Criterios de exclusion generales

e Todos aquellos datos que incluyeron antecedentes familiares con eventos trombdticos,
ya que se centrd este estudio en antecedentes personales.

e (Casos en los que no aparecid informacion en el apartado de indicacion diagndstica, ya
gue no aporté informacién sobre el evento trombdtico para el estudio.
e (Casos que no fueran probando. Podrian ser casos de familiares o cdnyuges, lo cual no

interesaba para este estudio.

e Casos que no sufrieron un evento trombdtico como tal:

O

O

o 0 0 O O O 0o 0 0 O O

Tromboflebitis. No representa ningun evento trombético.

Resistencia a la proteina C activada (RPCa). No representa ningln evento
trombotico.

Leucemias. No representa ningun evento trombético.

Controles: Los controles no indican la situacién de ningln paciente concreto.
Accidente isquémico transitorio (AIT): No representa ningun evento trombdtico
concreto.

Reevaluaciones: Son casos que se tienen que volver a analizar.

Estudio hipercoagulabilidad: Se eliminan aquellos que representan estudio.
Estudios familiares: Se eliminan aquellos que representan estudios.
Mononeuropatias: No representa ningin evento trombatico.

Estudios de embolia cerebral: Se eliminan aquellos que representan estudios
Artritis: No representa ningun evento trombético.

Estereotipia y colitis isquémica. No representa ningln evento trombatico.
Neuritis dptica. No representa ningln evento trombético.

Sindrome de Down. No representa ningln evento trombatico.

Fecundacién in vitro (FIV). No representa ningln evento trombatico.

Casos con homocisteina alta (homocisteinemia).

Casos de infertilidad.
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o Datos que en la columna de indicacién diagndstica indicaban abortos
espontaneos.
o Casos de trombosis venosa superficial

4.3.2. Criterios de inclusion generales

Casos de indicacién diagndstica que indicaron algun evento trombdtico.
Casos con antecedentes personales de eventos trombéticos.
Casos en los que en la columna “Informacién adicional” indicé probando.

En el caso de TVP, se incluyeron aquellos eventos trombdticos en extremidades inferiores (EEII)
(de forma general, la mayoria de TVP ocurren en piernas y muslo, por lo que se consideré TVP).

4.3.3. Criterios de inclusidn respecto a las mutaciones

Se tuvieron en cuenta aquellos casos en los que el resultado del estudio genético fue:

Heterocigoto R506Q (genotipo GA)

Homocigoto R506Q (genotipo AA)

Heterocigoto G20210A (genotipo GA)

Homocigoto G20210A (genotipo AA)

Heterocigoto compuesto R506Q/ G20210A (genotipo GA/GA)

4.3.4. Criterios de exclusion respecto a las mutaciones

Aguellos casos con polimorfismos C677T y A1298C no fueron incluidos.

4.3.5. Criterios de exclusion respecto a otros eventos trombaéticos

Casos en los que se describieron Unicamente antecedentes familiares.
Casos con TVP, TEP, trombosis retiniana, abortos de repeticion (repetidos) o ictus.
Eventos no trombdticos.

4.4. Aprobacién del Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad de Aragon
(CEICA).

Para la realizacién de este estudio, se dispuso del dictamen favorable del CEICA P123/329 (se
adjunta la aprobacion en el anexo).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Primeramente, antes de detallar cada apartado, se realizdé una descripcion de la poblacién de
estudio. La base de datos en bruto tuvo un tamano muestral de 8757 pacientes, del cual se
realizé el filtro quedando 1554 pacientes (18%). De ellos, un 48% fueron mujeresy un 52% fueron
hombres, con una edad media de 51 afos y una desviacién estandar de 14,87 afios. La edad
minima observada fue de 3 afios, mientras que la maxima fue de 88 afios, con un rango de 85.

5.1. Mutaciones trombofilia hereditaria

Al analizar las mutaciones en el grafico de sectores (Figura 7), la mutacion mas frecuente fue
heterocigoto G20210A (46%), seguido de los heterocigotos R506Q (45%). Estas dos mutaciones
componen la mayoria de mutaciones, correspondiendo con el 91% de ellas. También se dieron
casos de homocigotos R506Q (5%), heterocigotos compuestos R506Q/G20210A (4%) y de
homocigoto G20210A (1%). En total, de los datos filtrados (1554) hasta 447 pacientes
presentaban estas mutaciones, representando a un 28,8% (porcentaje elevado). Respecto al
total de pacientes de la base de datos (8757), suponian un 5,1%.

Mutaciones trombosis 117;4%

‘

206; 46%

= Heterocigoto R506Q
Homocigoto R506Q,
Heterocigoto G202 10A
Homocigoto G20210A
= Heterocigoto compuesto R506Q / G20210A

Figura 7. Numero de pacientes con mutaciones asociadas a trombofilia hereditaria.

Mutaciones Frecuencia relativa sobre el total de mutaciones Porcentajes
Heterocigoto R506Q 0,451901566 45,19%
Homocigoto R506Q 0,046979866 4,70%
Heterocigoto G20210A 0,460850112 46,09%
Homocigoto G20210A 0,002237136 0,22%
Heterocigoto compuesto R506Q / G20210A 0,03803132 3,80%
Suma de las frecuencias
1

Tabla 3. Frecuencias relativas y porcentajes de pacientes con mutaciones.

Como se ha comentado previamente, la gran parte de los casos se concentran en los genotipos
heterocigotos para alguna de las dos mutaciones (Tabla 3), correspondiendo con el 0,91 de
frecuencia relativa. Destaca la aparicién de un solo caso de homocigoto G20210A, que, aunque
son menos frecuentes, en otros estudios si se observan algunos casos.

Comparando con otros estudios (25), los pacientes homocigotos para el FVL tienen mayor riesgo
de evento trombadtico que los heterocigotos (el riesgo del primer TEV aumenta de 10 a 80 veces).
A pesar de esto, no se ha demostrado que el evento trombédtico sea mas o menos grave ni
resistente a la coagulacién en ninguno de los 2 casos. Otros estudios retrospectivos (25) de
familiares de heterocigotos FVL (sintomaticos y asintomaticos) tuvieron un riesgo trombdético
bajo, incluso teniendo factores de riesgo como cirugia del embarazo o inmovilizacion.
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Por otro lado, aquellos pacientes heterocigotos u homocigotos para el factor V Leiden, deben
hacerse pruebas ante una posible deteccién de otros eventos trombdticos y asi ver cudl es el
riesgo de trombosis (25). Esto se debe a que el factor V Leiden puede coexistir con otras
trombofilias hereditarias o adquiridas. Por ello, las pruebas que se hacen los pacientes son:

e Prueba de DNA para detectar una posible mutacion G20210A.
e Ensayos de coagulacidon dependientes de fosfolipidos para un inhibidor de lupus.
e Serologia para detectar anticuerpos anticardiolipina y anti-B2- glicoproteina.

En el estudio comentado previamente (25), se concluye que la mutacién G20210A se da en el
2% de la poblacidn general, en el 6% de las personas con un primer TEV e incluso el 18% de las
personas con antecedentes personales y familiares de trombosis (26). Los casos de heterocigotos
compuestos del factor V Leiden y de la mutacién de protrombina G20210A ocurre en alrededor
de 1:1000 en la poblacién general y del 1 al 5% de las personas con TEV (27,28).

Al comparar este estudio con nuestros datos, hay un 2,36% de pacientes con mutaciéon G20210A
en poblacién general (coincide con el estudio, donde se observé un 2%) y un 13,32% en pacientes
con eventos trombadticos (porcentaje superior al del estudio, donde se observé un 6%). Ademas,
la frecuencia de heterocigotos compuestos fue del 0,19% de la base de datos total, coincidiendo
con la bibliografia (0,1%). Por otro lado, el 1,09% de heterocigotos compuestos, sufrieron evento
trombdtico, lo cual entra en el rango del 1-5% comentado previamente.

Otros estudios (29) detallan la prevalencia de heterocigotos con mutacion protrombina (PTM),
que varia entre el 1%y el 6%, con una prevalencia global del 2% de la poblacién general (30, 31),
siendo los casos homocigotos menos comunes. De nuevo hay similitud con nuestros datos, con
un 2,36% de heterocigotos y con una prevalencia mucho menor de homocigotos (solo un caso).

La mutacién también depende de la etnia, habiendo una mayor frecuencia del alelo en personas
del sur de Europa que en africanas o asiaticas (31). En la relacidon entre PTM y TEV, se ha
determinado un riesgo de trombosis de 3 a 4 veces mayor entre los pacientes con
heterocigosidad en PTM (32-34). Ademas, los eventos tromboéticos comunes en los pacientes
con PTM son TVP y TEP, aunque pueden darse en venas porta, hepaticas o cerebrales (35,36).

En otro metaandlisis (36) se determina la asociacidon entre la protrombina G20210A con la
trombosis venosa cerebral, que también depende del pais de origen. En este metaanalisis, se vio
asociacion en estudios en Italia (37-40), Brasil (41-43) y Alemania (44-46). Como se ha
comentado previamente, la prevalencia de la mutacidn de la protrombina es significativa en los
paises del sur de Europa y no hay asociacidn en los paises asiaticos. De este modo, se confirma
una relacién entre los pacientes con la mutacion de protrombina G20210A con la trombosis
venosa cerebral (dependiente en parte del pais de origen).
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5.2. Principales eventos trombdticos.

Eventos tromboticos

%
267; 16% ‘

311;18%

Figura 8. Pacientes con eventos trombdticos, recogidos en la base filtrada.

Cantidad |Porcentajes
TVP 636 38%
TEP 379 23%
Abortos de repeticion 311 18%
Ictus 267 16%
Trombosis retiniana 89 5%
Suma total 1682

Tabla 4. Casos con eventos trombdticos principales y porcentajes respecto del total.

Se analizaron los eventos trombdticos de los pacientes (Figura 8), donde se puede observar un
mayor numero de casos de TVP (Tabla 4) (38%), seguido de TEP (23%), abortos de repeticion
(18%) e ictus (16%). En una cantidad bastante menor se dieron casos de trombosis retiniana
(5%). Como se puede ver en el grafico de sectores, en este caso los datos estan mas distribuidos
entre TVP, TEP, abortos de repeticidn e ictus, aunque los pacientes con TVP supongan el 38% de
los casos. En total se dieron 1682 casos, destacando que hay algunos datos repetidos y por ello,
sale ligeramente superior al numero de datos filtrados (1554), ya que hubo pacientes que
sufrieron varios eventos trombéticos (por ejemplo, un mismo paciente sufre TVP y TEP).

Segun datos de un estudio con 50611 casos, realizado en Galicia del 2006 al 2015 (19), los
tromboembolismos son mas frecuentes en hombres, a excepcién del TEP en mujeres jovenes
(puede que se deba al uso de pastillas anticonceptivas al ser un factor de riesgo importante) y
las de mayor edad. La incidencia de la enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) en Espafia es
de 154 casos por cada 100.000 habitantes, siendo la media de edad de 65 afios y con una
incidencia que aumenta con la edad (20).

Respecto a la incidencia media de TEP, se da una gran diferencia ya que en nuestro estudio se da
un 4,33% de casos con TEP respecto a los 8757 pacientes de la base de datos (4330 casos por
cada 100000), mientras que en el estudio comentado se dan entre 97 y 126 casos por cada
100.000 habitantes (en poblacién de mas de 65 afios).

En este mismo estudio, la mayor incidencia de tromboembolismo se dio en pacientes de mas de
80 afios con ictus, con hasta 941 casos nuevos por cada 100.000 habitantes. Esto se diferencia
de nuestro estudio, en el cual se observé una incidencia general de ictus bastante mayor, con
267 casos en 8757 pacientes (3050 casos por cada 100000 habitantes).
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Teniendo en cuenta que las enfermedades cerebrovasculares son la tercera causa de muerte mas
frecuente en Espafia, por detras de la COVID-19 y las enfermedades isquémicas (47), el gran
numero de casos de ictus es preocupante. Ademas, en Aragdn se dan 112,47 casos por cada
100000 habitantes (48), superando por bastante la media en Espafia (88,62 casos). El ictus tiene
factores de riesgo modificables (49) como la hipertension (la mas importante), diabetes,
obesidad y estilo de vida. Esto hace que sea un problema solucionable a tener en cuenta, frente
al creciente envejecimiento de la poblacién que provoca un aumento de la prevalencia de ictus.

5.3. Otros eventos tromboticos.

Datos filtrados: Otros eventos tromboticos 286
N2 total datos de base filtrada 1554
Frecuencia con respecto a la base filtrada 0,18

Tabla 5. Otros eventos trombdticos no comentados previamente y su frecuencia relativa.

También se contabilizaron otros eventos trombdticos que no correspondieran con los 5 tipos
comentados previamente (Tabla 5). Para ello se filtr6 por “trombosis” sin que hubiera
antecedentes familiares, con un total de 286 casos respecto al total de la base filtrada (1554).
Como se ve, la frecuencia relativa respecto a la base filtrada es de 0.18, correspondiendo casi
con 1 de cada 5 casos de eventos tromboticos, lo cual resalta la variedad de eventos trombéticos.
Esto sugiere la necesidad de evaluar mutaciones cuando ocurren otros eventos trombéticos que
no sean los principales.

5.4. Correlacion genotipo con evento trombdtico.

VP TEP Abortos de repeticion |Ictus Trombosis retiniana |Porcentaje |
Heterocigotos R506Q 30 12 4 ] 0 50%
Homocigotos R506Q 4 0 0 0 0 4%
Heterocigotos G20210A 18 13 3 7 0 40%
Homocigotos G20210A 1 0 0 0 0 1%
Heterocigoto compuesto R506Q / G20210A 2 3 0 0 0 5%
Porcentaje 53%| 27% 7% 13% 0
Suma total de eventos trombéticos

103

Tabla 6. Pacientes con mutaciones de trombofilia hereditaria y con eventos trombdticos.

Se correlacionaron los pacientes que sufrian mutacion de trombofilia hereditaria y que sufrieran
algun tipo de evento trombdtico (Tabla 6). Por un lado, la mutacion mas frecuente fue los
pacientes heterocigotos R506Q (50%), seguido de heterocigotos G20210A (40%), heterocigotos
compuestos (5%), homocigotos R506Q (4%) y homocigotos G20210A (1%). Los dos casos de
heterocigosidad (heterocigotos R506Q y heterocigotos G20210A) han sido las mutaciones mas
frecuentes, lo cual es esperable ya que de forma general son mas frecuentes que el resto. El
evento trombdtico mas comun en todas las mutaciones (excepto en dobles heterocigotos que
fue TEP) fue el TVP (53%), seguido de TEP (27%), ictus (13%) y abortos de repeticién (7%). Como
se puede observar, la gran mayoria de eventos trombodticos que sufrieron los pacientes con
trombofilia hereditaria corresponden a TVP y TEP (80%), lo cual es esperable al ser eventos
tromboticos bastante frecuentes.
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Si se realiza una comparativa con datos bibliograficos, respecto a la relacién entre PTM y la
aparicion de TEV, en otros estudios se determind un mayor riesgo de trombosis (de 3 a 4 veces
mayor) entre los pacientes con heterocigosidad en PTM (32-34). Esto se corrobora con los datos
del estudio, en el cual aparecen hasta 41 pacientes heterocigotos G20210A con algun tipo de
trombosis. En el mismo estudio comentado antes, los eventos trombdticos de TEV que mas se
dieron en los pacientes con PTM fueron TVP y TEP (35,36), lo cual también se refleja en este
estudio con 18 y 13 casos respectivamente (75,6% de los heterocigotos G20210A).

5.5. Mutaciones tromboéticas segun edad y sexo.

Diagrama de barras - Mutaciones segun edad y sexo

N2 mutaciones
w
8

018 1939 40-59 60-79 80-99 0-18 19-39 40-59 60-79 80-99
Femenino Masculino

W Heterocigoto RS06Q Homocigoto RS060, Heteracigoto G20210A Homacigoto G20210A W Heterocigoto compuesto R5060 / G202104

Figura 9. Numero de mutaciones segun edad y sexo.

Se analizaron las mutaciones segun la edad y sexo (Figura 9), con el objetivo de valorar qué
intervalo de edad y en qué sexo se obtuvieron mds casos. Como se puede observar en la figura
9, en el sexo masculino la mayor cantidad de mutaciones se dieron entre los 40-59 afios con un
48% de casos, (42 heterocigotos R506Q (morado), 6 homocigotos R506Q (naranja), 37
heterocigotos G20210A (gris), 1 homocigoto G20210A (amarillo) y 4 heterocigotos compuestos
R506Q/G20210A (azul)). Sin embargo, en el sexo femenino la mayor cantidad de mutaciones se
observé en una edad mds temprana, entre los 19-39 afios, con un 39% de casos (Tabla 7) (37
heterocigotos R506Q, 6 homocigoto R506Q, 52 heterocigotos G20210A y 3 heterocigotos
compuestos R506Q/G20210A). Destaca el nimero de mutaciones en el sexo femenino en edad
fértil y reproductiva, lo que se relaciona con la gran cantidad de abortos de repeticion comentado
previamente (18%). Con esto se demuestra la relacién que existe entre las mutaciones de
trombofilia hereditaria y el embarazo de riesgo.

Por otro lado, en ambos sexos se destaca que entre la franja de edad de los 80-99 afios es donde
menos casos se concentran, con tan solo dos casos en el sexo femenino (dos heterocigotos
G20210A) y dos casos en el masculino (heterocigoto R506Q y heterocigoto G20210A) (Tabla 7),
probablemente debido a una menor cantidad de pacientes analizados en este rango de edad.
Cabe destacar que en las figuras y tablas de este apartado aparecen 442 de 447 pacientes con
mutaciones, ya que hubo 5 casos en la base de datos en los que no se identificd el sexo.

Sexo | Afios | Heterocigoto R506Q | Homocigoto R506Q | Heterocigoto G20210A | Homocigoto G20210A | Heterocigoto compuesto R506Q / G20210A Porcentajes respecto de cada sexo
0-18 11 1 10 0 9%
19-39 37 6 52 0 3 39%
Femenino | 40-59 34 3 34 0 0 28%
60-79 36 1 21 ] 2 24%
80-99 0 0 2 0 0 1%
0-18 6 3 5 0 1 8%
19-39 16 0 12 0 0 15%
Masculino| 40-59 42 6 37 1 4 48%
60-79 18 0 32 0 4 29%
80-99 1 0 1 0 0 1%

Tabla 7. Mutaciones segun edad (intervalos de 20 afios) y sexo (masculino o femenino).
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En esta tabla (Tabla 7) se recogen los datos comentados previamente de forma mas visual. Si se
comparan ambos sexos (Figura 10), se observa un mayor numero de pacientes con mutaciones
en el sexo femenino (57%) respecto del sexo masculino (43%), por lo que se concluye que hay
una mayor prevalencia de mutaciones de trombofilia hereditaria en el sexo femenino. Valorando
el nimero de mutaciones segln la edad (Figura 11), se puede ver que el intervalo de edad con
mayor frecuencia es el de 40-59 afios (36% casos), seguido del de 19-39 afios (29%), 60-79 afios
(26%), de 0-18 afios (8%) y mayores de 80 afios (1%).

N2 mutaciones segun la edad N2 mutaciones segln el sexo

@

41%

114;2

= 0-18ANOS = 19-39ANOS = 40-59 ANOS 60-79 ANOS = 80-99 ANOS
= Suma Sexo Femenino = Suma sexo masculino

Figura 10 y 11. Numero de mutaciones segun el sexo (Figura 10) y nimero de mutaciones segun
el rango de edad (Figura 11).

Respecto al nimero de mutaciones segun la edad, al ser la edad una variable cuantitativa, se
pueden sacar varias conclusiones que se ven a continuacién recogidas en las siguientes tablas:

Edad
Media 45,38
Mediana 45,50
Moda 40,00
Desviacién estandar 18,18

Tabla 8. Parametros calculados segun la variable edad (respecto al nimero de mutaciones).

Como se observa en la Tabla 8, |la media de edad de pacientes con mutaciones es de 45,38 afios,
pudiendo considerarse una edad temprana. La media aritmética tiene un valor cercano a la
mediana (45,5) y la moda (40), por lo que se concluye que se sigue una distribucién con
tendencia simétrica. Respecto a la desviacion estandar es de 18,18 afios, lo que indica que la
mayoria de datos se agrupan cerca de la media.

Percentil Nomenclatura Edad
0,1 P10 18,7
0,2 P20 31
0,3 P30 35,1
0,4 P40 40
0,5 P50 45,5
0,6 P60 52
0,7 P70 58
0,8 P80 62
0,9 P90 68

Tabla 9. Percentiles de las mutaciones segun la edad.
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Por otro lado, se observaron los diferentes percentiles (Tabla 9) (medida que indica el valor de
una variable por debajo del cual se da un porcentaje determinado de observaciones en un
conjunto de datos). Al tratar estos datos, el 90% de los pacientes con mutaciones (P90) tuvo una
edad inferior a los 68 afios mientras que el 50% de los pacientes con mutaciones tuvo una edad
inferior a los 45,5 afios. Con esto, se ve de forma clara que en edades avanzadas en este estudio
se han encontrado pocos pacientes con mutaciones, pero también se dan pocos pacientes con
mutaciones con menos de 18,7 afios (el 10% de los pacientes).

5.6. Servicios y centros de extraccion de los pacientes con mutaciones de trombofilia

Servicio - |Cuenta de TRRES Centro de Extraccion ~ | Cuenta de TRRES
Alto Riesgo - Consulta 1 :
Angiologia y Cirugia Vascular - Consulta 34 Laboratorio-UCL HUMS 210
Cirugia General Endocrinolégica C2 - Hospitalizaci 1 Centro de Salud Almozara GP 1
Do Copaata o L Centro de Salud Fernando el Catélico 1
Digestivo 3 Centro de Salud Torrero-La Paz GP 1
Digestivo - Consufia 2 H.General - 06A PARES (HEMATOLOGIA) 1
Endocrinologia 1
Endocrinologia - Consulta 1 H.General - 07A IMP 1
s o = H.General - 07A IMP (COMI/CONM) 6
Hematologia 37 H.General - 07A PARES (COMI/CONM) 1
o e s H.General - 09A PARES (NEUMOLOGIA) 1
Hematologia Clinica - Hospitalizacion 1 H.General - 11A IMP (M |NTERNA) 1
Hematologia y Hemoterapia 5 % H.General - Banco de Sangre 1
Hemoterapia - Servicio de Transfusion 1 -
Hospital de Jaca 1 H.Infantil - 03B ONCOPEDIATRIA 1
Fospilel de Soria 2 H.Trauma - 03 CIR.GRAL-HEPATO-ESOF 1
Laboratorio de Hematologia 3 H.Trauma - 06 UROLOGIA 1
ng:z::: :’;;:Z‘"‘f‘ ‘llg Hospital de Alcafiz 31
Medicina Interna - Consulta 5 Hospital de Barbastro 23
Medicina Interna - Hospitalizacién 2 Hospital de Jaca 1
Neumologia 6 ;
Neumologia - Consulta 10 Hospital de la Defensa 5
Neumologia - Hospitalizacién 1 Hospital de Soria 5
Neurologi 25 . "
Niﬁi‘;ﬁgli - Consulta 7 Hospital Obispo Polanco - Teruel 24
Neurologia - Hospitalizacion 7 Hospital Provincial de Zaragoza 9
Obstetricia y Ginecologia 9 Hospital ROyO Villanova 52
Oftalmologia 1
Oftaimologia - Consulta L Hospital San Jorge - Huesca 54
Oncopediatria - Hospitalizacién 1 . P
Pediatria 3 Laboratorio de Genética 11
Repfoduccion Asisida - Constia ® Laboratorio de Hematologia 3
ocologia - Consu
Transplante Renal - 62 Planta 1 UCI MF.1 - UCI HRTQ 1
UCI de Trauma L Total general 447
Total general 447

Tabla 10 y 11. Servicios (tabla 10) y centros de extraccion (tabla 11) de los pacientes con
mutaciones de trombofilia hereditaria.

El servicio mas solicitado fue el de hematologia (Tabla 10), con un 48% de los pacientes. Esto
podria ser indicativo de que el seguimiento de la mayoria de pacientes con eventos trombadticos
y solicitud de estudios genéticos la realiza el servicio de hematologia. El centro de extraccién en
el que se atendieron mas pacientes fue el laboratorio-UCL del HUMS (Tabla 11), con un 47%.
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6. CONCLUSIONES

1. El evento trombdtico mas asociado a las mutaciones R506Q y G20210A (tanto en
homocigotos como en heterocigotos) fue la TVP (61% y 45% respectivamente). Sin embargo, en
heterocigotos compuestos R506Q/G20210A, el evento trombdtico mas comun fue el TEP (60%).

2. La mutacidon que presentaban mayoritariamente los pacientes que habian sufrido
eventos trombéticos era la R506Q en heterocigosis (50%), seguido de la mutacién G20210A en
heterocigosis (40%), siendo la heterocigosidad lo mas frecuente.

3. Se observé un mayor nimero de eventos trombodticos de TVP (38%), seguido de TEP
(23%), abortos de repeticidn (18%), ictus (16%) y trombosis retiniana (5%). El evento trombdtico
mas comun en todas las mutaciones fue el TVP (53%), a excepcion de los dobles heterocigotos,
en los que el TEP fue predominante (60%).

4, Se observdé una mayor frecuencia de mutaciones en mujeres (57%) que hombres.
Respecto a la edad, el intervalo mas y menos frecuente es 40-59 afios (36%) y 80-99 afios (1%).

CONCLUSIONS

1. The thrombotic event most associated with the R506Q and G20210A mutations
(homozygotes and heterozygotes) was DVT (61% and 45%, respectively). However, in compound
heterozygotes R506Q/G20210A, the most common thrombotic event was PE (60%).

2. The mutation predominantly found in patients who had experienced thrombotic events
was R506Q in heterozygosity (50%), followed by the G20210A mutation in heterozygosity (40%),
with heterozygosity being the most common.

3. A higher number of thrombotic events were observed for DVT (38%), followed by PE
(23%), recurrent miscarriages (18%), stroke (16%), and retinal thrombosis (5%). The most
common thrombotic event across all mutations was DVT (53%), except in double heterozygotes,
where PE was predominant (60%).

4, A higher frequency of mutations was observed in women (57%) compared to men.
Regarding age, the most and least frequent age interval was 40-59 years (36%) and 80-99 years
(1%), respectively.
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Procedimiento para el estudio genético de mutaciones y polimorfismos de trombofilia hereditaria
(norma UNE-EN ISO 15189) en la Seccidén de Genética del Servicio de Bioquimica del HUMS.

Anexo Il. Ejemplos donde se pueden ver las diferentes mutaciones y/o polimorfismos, mostrados segun
el cédigo de colores que se indica en la siguiente tabla (relacion alelo/color del pico).

Wildtype Mutante
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Figura 1. Paciente heterocigoto para los polimorfismos 667C>T y 1298A>C y normal para las mutaciones
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Figura 2. Paciente mutante homocigoto para el polimorfismo 667C>T y heterocigoto para la mutacion
20210G>A y normal para el resto.
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Figura 3. Paciente homocigoto normal para todas las mutaciones y polimorfismos

Anexo IV. Diagrama del procedimiento para el estudio genético realizado en el laboratorio de genética
del HUMS.
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