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Hemostasia

Integridad de:
1. Arbol vascular >~ Espasmo vascular
2. Plaquetas >~ Tapon plaquetar
3. Factores de la coagulacion > Estabiliza coagulo

4. Factores de la fibrinolisis —— Restaura circulacion



TROMBOFILIA

1995 OMS + International Society of
Thrombosis and Hemostasis

Tendencia anormal a la trombosis sc
caracteriza por manifestaciones como la edad de
Inicio temprana, episodios recurrentes, antecedentes
familiares notables, localizaciones poco habituales,
migratorias o generalizadas y una gravedad
desproporcionada respecto a todo estimulo
identificado
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TROMBOFILIA

\\ FACTORES CONGENITOS

/ FACTORES ADQUIRIDOS

/ FACTORES PREDISPONENTES




ROMBOSIS VENOSA

Caracteristicas:

Flujo sanguineo lento
Trombo de fibrina y hematies
Trombo rojo

Factores de riesgo:
Tratamiento hormonal
Cirugia

Inmovilidad

Cancer

dseas
Trombofilia

Inflamacién
Disfuncion
endotelial

<>

TROMBOSIS ARTERIAL

Caracteristicas:

Flujo sanguineo rapido
Trombo de plaquetas (poca

fibrina y hematies)
Trombo blanco

Factores de riesqgo:

Tabaquismo
Hipertensién
Diabetes
Obesidad
Dislipemia




Arterial ischemic stroke

Cerebral sinovenous thrombosis

Hemorrhagic stroke

Cardiac

- Congenital
« Acquired

« latrogenic

Hematologic disorders

« Thrombocytopenia

Infections
« Meningitis

Vasculitis
« Primary
- Secondary

Vasculopathies

Other

- Trauma

« Toxin/Drugs

« Metabolic conditions

General

« Dehydration

« Infection

- Fever

« Hypoxic-ischemic injury
« Post lumbar puncture

Hematologic disorders

- Iron deficiency anemia

« Sickle cell disease

« Thalasemia

« Autoimmune hemolytic anemia

. emoglobinuria
Thrombophilia

Head and neck disorders
- Infections

« Injury

- Hydrocephalus

- Post intracranial surgery

Autoimmune disorders

Malignancy

Other

« Cardiac disease

«Renal disease

« Drugs

« Chromosomal disorders
« Metabolic conditions

Genetic vasculopathy

Hematologic disorders
- Hemoglobinopathies
- Platelet disorders

- Coagulopathy

« Hypofibrinogenemia

Trauma

Hypertension
- Congenital
« Acquired

Renata Zadro; Inherited prothrombotic risk factors in children with first ischemic stroke; Biochemia Medica 2012;22(3):298-310




Factores Pro tromboticos Heredados

Prothrombotic factor

Pathophysiological relevance

Factor V Leiden

Single point mutation in FV gene causing resistance to proteolytic action of activated
protein C, leading to increased thrombin generation.

Factor Il G20210A

Mutation in 3" untranslated region of Fll gene associated with slightly increased plasma Fll
levels resulting in hypercoagulable state.

Methylenetetra-hydrofolate
reductase C677T

Mutation leading to mild decrease in enzymatic activity and increased homocysteine
level which is prothrombotic.

Antithrombin deficiency

Multifunctional serpin that inhibits acivated clotting enzymes (lla, IXa, Xa, Xla) of the
coagulation pathway.

Protein C deficiency

Vitamin K-dependent protein with anticoagulant properties (proteolytic degradation of
FVa and FVIlla).

Protein S deficiency

Cofactor of activated protein C, vitamin K-dependent.

Lipoprotein (a) elevation

Due to structural homology with plasminogen, it reduces plasmin generation by
competing with plasminogen binding to fibrin.

Plasminogen activator inhibitor-1
4G/5G polymorphism

Polymorphism associated with elevated PAI-1 levels and an increased risk of
thromboembolic disease.

Factor XllI-A Val34Leu

Transglutaminase which mechanically stabilizes fibrin clot; in the presence of FXIII-A
Leu34 the formed fibrin is more susceptible to fibrinolytic degradation.

Human platelet alloantigen-1
polymorphism

Leu33Pro polymorphism of the B, integrin gene which codes for the llla subunit of the
GPlIb-llla platelet receptor involved in platelet adhesion and thrombus formation.

Renata Zadro; Inherited prothrombotic risk factors in children with first ischemic stroke; Biochemia Medica 2012;22(3):298-310
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Trombofilias Hereditarias

Enfermedades Mutaciones Prevalencia Manifestacion
TEV TEVR

DAT Gen SERPINC1 1/500 ~ 1/5.000 +

DPC Gen de la proteina C 1/200 ~ 1/500 +

DPS PROS1 0,03-2% + +

Resistencia a APC FV Leiden (A506G); FVR2 (H1299R); FV Cambridge (R306T) y FV Hong Kong (R306G) 4-6% + +

Protrombina G20210A Protrombina G20210A 2-4% + +[—

—:ausencia de evidencia; +: el riesgo aumenta; APC: proteina C activada; DAT: déficit de antitrombina; DPC: déficit de proteina C; DPS: déficit de proteina S; FV: factor V; TA:
trombosis arterial; TEV: tromboembolia venosa; TEVR: tromboembolia venosa recurrente.

W. Xu et al / Rev Esp Cardiol. 2011;64(7):606—-613
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RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA
(RPCa)

\ -Prevalencia 2-5% en la poblacion caucasica

. -En familia trombofilica 20-60%
-Congeénita o adquirida
/ -Asociacion con FVL, entre 80 a 95%
-En el embarazo fisiologicamente alterada
/ -Se puede utilizar como test de screening para la

\ deteccion del FVL



RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA
(RPCa)

NO SIRVE COMO METODO DE SCREENING EN LAS
SIGUIENTES SITUACIONES:

-Estudio bajo tratamiento anticoagulante
-Pacientes con anticoagulante lupico positivo
-Familiares de pacientes que tienen FVL
-Mujeres con pérdida recurrente de embarazo
-Preeclampsia severa

-Retardo del crecimiento intrauterino

EN ESTOS CASOS REALIZAR ESTUDIO DE DNA PARA
FVL



MUTACIONES EN EL FV

1993, Dahlback (APCr).

1994, Bertina (APCR / 80 % FV Leiden).
Factor V Leiden
Mutacion, sustitucion de Adenina por Guanina, en el
nucleotido 1691 del gen del factor V, lo que lleva a que la
Arg506 sea sustituida por Glutamina, y se pierda un sitio de
clivaje por APC.
Deficiente inhibicion por APC.

Prevalencia:
Ausente en Asia, Africa y Australia.

En poblacion normal caucasica: 4-7 %
En familias trombofilicas 40 % (asociaciones con P20210 y
deficiencias de PC y PS).

Heterocigota riesgo x 7.

Homocigota riesgo x 80.



Gen y Molecula de FV
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Kenneth Segers; Coagulation factor V and thrombophilia: Background and Mechanisms; Thromb Haemost 2007; 98: 530-542



Actividad de Proteina C

FV Leiden

R506

FV Leiden
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Kenneth Segers; Coagulation factor V and thrombophilia: Background and Mechanisms; Thromb Haemost 2007; 98: 530-542



Complejo FV-Fxa-FV-APC

Membrane Membrane

Kenneth Segers; Coagulation factor V and thrombophilia: Background and Mechanisms; Thromb Haemost 2007; 98: 530-542



Mutaciones asociadas a rPCA

Membrane

Kenneth Segers; Coagulation factor V and thrombophilia: Background and Mechanisms; Thromb Haemost 2007; 98: 530-542



FV Leiden

Factor V Leiden: G1691 — A: Arg’% — Gin.
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Regulacion normal de la coagulacion
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HIPERCOAGULABILIDAD



PROTROMBINA (G20210A)

Poort (1996).

Mutacion en la region 3 no codificante del gen de la
protrombina (20210 G—A) asociada con incrementos de FlI

Prevalencia:
En poblacién normal caucasica 1 - 3%.
Extremadamente raro en no caucasicos.
En familias trombofilicas 18 % (asociaciones con PS, FVL).

Aumento de riesgo tromboético venoso x 5



Protrombina G20210A

* Poort y cols. (1996)

* Gen de la protrombina
 Sujetos con H* familiar de Trombosis

Genotipo 20210GG  Genotipo 20210AG
I I

) . .
Protromb
| Protrombina | 1.05 U/ml

en plasma | |

\4 v
Coagulacion normal  Riesgo de TEV



Protrombina G20210A

20210 20210
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METILEN-TETRA-HIDRO-FOLATO-REDUCTASA
MTHFR

» Prevalencia general: 45% heterocigotos
8% homocigotos

» Su asociacion con trombosis venosa y peérdida de
embarazo son cada vez mas inconsistentes, teniendo
relevancia el aumento de homocisteina
iIndependientemente de la mutacion.

» No existen recomendaciones por consenso que indiquen
que se debe de estudiar, salvo que exista
hiperhomocisteinemia, para consejo familiar



HIPERHOMOCISTEINEMIA

PRODUCTO INTERMEDIO DEL METABOLISMO DE

LA METIONINA

-FACTOR DE RIESGO DE TROMBOSIS

- GENETICO:

_ADQUIRIDO:

-Cistationina beta sintetasa

-Metilen tetra hidro folato reductasa (MTHFR)
- Metionina sintetasa

déficit nutricional: - folico
- B12
- B6
insuficiencia renal
hipotiroidismo
neoplasias
drogas: metrotexate,fenitoina,carbamazepina



HIPERHOMOCISTEINEMIA

» METABOLITO QUE PUEDE ACTUAR COMO PROCOAGULANTE
» ACTIVAELFV

> INTERFIERE CON LA ACTIVACION DE LA PC

> SUPRIME EXPRESION DE TM

» INHIBE tPA






TUBO CON EDTAY
EXTRACCION DE ADN

GENOMICO



PCR en Tiempo Real

Fundamento:

1) Desnaturalizacion Sonda
Primer ]
1T T T Fluoresceinaggs

2} Alineamiento del primer/ hibridizacion de sonda

>l ras :
Polimerasa B P

- Hibridad()
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2) Extension




Equipo Light Cycler 2.0




FVL Homocigoto FVL Heterocigoto
normal mutante
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Curva de paciente negativo para la Mutacion de Factor V Leiden(G1691A).

Curva de paciente Heterocigoto para la Mutacion de Factor V Leiden(G1691A).
Curva de paciente Homocigoto para la Mutacién de Factor V Leiden(G1691A).
Curva de paciente negativo para la Mutacion de Factor Il Protrombina (G20210A).
Curva de paciente Heterocigoto para la Mutacion de Factor Il Protrombina (G20210A).



Equipo GeneXpert




Sistema Genexpert

Processing
Chambers:

Contains reagents,
filters, and cap-
ture technologies
necessary to extract,
purify, and amplify
target DNA

Optical windows:

Enable real-time
four-color detection & /;"'

g

Valve:

Reaction Tube: e A 3 Enables fluid
Thin chamber — g transfer from
gnables very Sl chamber to

rapid thermal chamber; may
cycling contain DNA

lysis and
filtration
components




Xpert FV-FII; Ensayo de Molecular Beacon

L\ C D
5 2 _ i _3 b
37, Gen Factor V-Protrombina 5
B E
Sondas especificas de mutaciones
Las sondas hibridizan con secuencias mutantes y
no mutantes Molecular
Beacon
Deteccion simultanea de 4-6 fluorocromos o
gen
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= \ -
— - (@)



GeneXpert: Dentro del Laboratorio

T Acido Nucleico

libera Acidos Nucleicos ~ ~~ _ Capturado,
Purificado y Concentrado

\

VA

N

Mezcla al Tubo de



FII Heterocigoto Mutante
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FII Heterocigoto mutante-FV
Homocigoto normal




FII Homocigoto mutante-FV
homocigoto normal




FV Heterocigoto mutante-FII
homocigoto normal




FV-FII Heterocigoto mutante
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FV-FII Homocigoto normal
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MTHFR C677T

MTHFR C677T MTHFR C677T
Heterocigoto mutante Homocigoto mutante

Melting Peaks Melting Peaks
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Melting Curves

Melting Peaks

LightCycler®
2.0 Instrument

— NTC

- mutant

-— heterozygote
wild type

Fluorescence (640)
-(d/dT) Fluorescence (640)

- mutant
— heterozygote Fast Start

6777 = NTC Roche Master:

wild type
Sample data
for

MTHFR C677T

Channel 640

mt
54.5°C 63.0°C

70
Temperature (°C)

Genotype: mutant homozygote
MTHFR 677T/T

60 70
Temperature (°C)

heterozygote
MTHFR 677C/T

wild type homozygote
MTHFR 677T/T

Number of melting peaks (color) 1 (red)

2 (black)

1 (green)

Melting temperature of peaks 54 5C

94.5C and 63.0 C

63.0C

Temperature difference between peaks ---

8.5C

Phenotype hyperhomocysteinemia

asymptomatic*

asymptomatic




MTHFR A1298C

MTHFR A1298C MTHFR A1298C
Heterocigoto mutante  Homocigoto normal




Melting Curves
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-(d'dT) Fluorescence {540)

= NTC

— mitant

— Fetzrozygote
weild fype

1208C  pq208

50 g0 70
Temperature °C)

mt wt
50.5°C 65.0°C

£0 £0 70
Temperature {°C)

LightCycler® 2.0
Instrument

Roche Master:
Fast Start

Sample data for
MTHFR A1298C

Channel 640

Harmonized
PCR Program

Melting Curves

Melting Peaks

1298C  A1298

LightCycler® 2.0
Instrument

— NTEC

— mutand

— heterczyacte
wild type

14024
13024
12024
11024
10024
9024
8024
7024
6124
5024
4024

Fluorescence (640)

J{d/dT) Fluorescence {640)

3024

—

— NTC

— mutent

MElEr 0z ole
wald type

Roche Master:
Fast Start

Sample data for
MTHFR A1298C

Channel

Modified
Melting Program

ooe

40

mt wt

98.5°C  64.0°C

40

€0 70

Genotype:

mutant homozygote
MTHFR 1298C/C

heterozygote
MTHFR 1298A/C

wild type homozygote
MTHFR 1298A/A

Number of melting peaks (color)

1 (red)

2 (black)

1 (green)

Melting temperature of peaks

59.5TC

59.5C and 65.0 T

65.0C

Temperature difference between peaks

55C

Phenotype

hyperhomocysteinemia

asymptomatic*’

asymptomatic




Tiras de Thrombostrip® de pacientes con
mutaciones en FVL mediante Real Time PCR en

Lighy Cycler de Roche

Codigo Interno 16| 65| 85 119| 176] 260| 262| 272] 295| 310| 318| 326]| 335| 348] 354

Linea Control
Linea de Apmlificacion| e [ e

Alelos de FllI

Alleos de FVL

Allelos de MTHFR

Linea control }“
, B s

Thrombostript

FIIIN/N [N/N IN/N [N/NIN/MIN/N IN/N[N/NIN/NIN/NIN/N [N/NIN/N [N/N [N/N
FVLIN/M [N/M[N/M|N/M|N/M]M/MIN/MIN/M IN/MIN/M|N/M|N/M|N/M|N/M|N/M
MTHFER]M/M[N/MIN/MIn/N [vi/M[N/MIN/MIN/N [IN/MIN/MIN/N IN/MIN/N [N/MIN/M

Light Cycler

Fil- |- |- |- [~ |- |- |- |- |- |- |- |- [- |-

FvLINm [N n/mNg [N v s Ingmlgv v v ingm v ngm

Correlacion |[Si Si |Si |Si |[Si |Si [Si |Si Si |Si |Si |Si |Si [Si |Si

Gomez de la Torre JC; Valor diagnéstico de Thrombostrip® en muestas con Mutaciones en el Gen de Factor V de Leiden (G1691A) y Factor Il de Protrombina (G20210A) ; Premio CONAREME 2008



Tiras de Thrombostrip® de muestras con alelos
no mutantes en FVL y Fll mediante Real Time
PCR en Lighy Cycler de Roche

[N

Codigo Interno 238 247) 255/ 259 108 109| 110| 117 122|127|132|137 44)146(156| 170] 174( 186] 191| 194{ 195( 198|199] 202(203] 211| 213|221) 222 226{ 266| 270276 282

Linea Control

Linea de S N N Y e | : . : - — T
Apmlificacion
Alelos de FIl

Alleosde FVL— [T~ —— S —

Allelos de MTHFR

Linea control

Thrombostript
FIIP /NN /NN |/ NN/ /NN NN (N (NN N/NIN/NIN/NINN NN NN N/NIN

FVL| [ N/NN/NIN/NN/NEN/NN/NIN/N (/NN /N N/NN/NI/EN/N /N /NN /NN [N/ /NN NN IS/NIN/N /NN [N/NINN
MTHFR|  |N/MM/NN/MN/N M/ N/MN/MIN/MN/MN/NN/NEIN/MINZMIN/M /0NN N/ /N NN ISV VNN NN N/MN/MNZM NN NN M MINEMNEY
Light Cycler
FIIP /NN |/ NN/ /NN NN (N (NN N/NIN/NIN/NINN N NN NN
FVL| [ N/NN/NIN/NN/NEN/NN/NN/N (/NN /NN NN /NN [N/ /NN NN N/NIN/NINNINN NN [N/NNN
Correlacion | [Si [Si [Si [Si [Si |Si [Si [Si [Si |Si |Si [Si [Si [Si |Si |Si (Si [Si |Si |Si {Si [Si [Si [Si |Si |Si [si [si [Si [Si|Si[si [Si [Si

Gomez de la Torre JC; Valor diagnéstico de Thrombostrip® en muestas con Mutaciones en el Gen de Factor V de Leiden (G1691A) y Factor Il de Protrombina (G20210A) ; Premio CONAREME 2008



Tiras de Thrombostrip® de muestras con alelos
no mutantes en FVL y Fll mediante Real Time
PCR en Lighy Cycler de Roche

Codigo Interno| 286[ 288| 289 293| 312| 313|316| 322|323]|330|331| 334]| 345| 349| 358
Linea Control
Linea de ||l

Apmlificacion
Alelos de Fll

Alleos de FVL| e | S = . ] e a1

Allelos de MTHFR

Linea control i { ] ﬁ _ o i
] .

Thrombostript
FHIN/N[N/NIN/NN/NIN/NIN/NIN/NIN/N IN/NIN/NEN/NN/NEN/NN/NN/N
FVLIN/N|N/NN/NN/N[N/N[N/NN/NN/N [N/NIN/NIN/NIN/NEIN/NIN/NEN/N
MTHFRIN/MN/Mm/NM/NN/NN/MN/NM/MN/NM/NM/NN/MN/MN/MN/N
Light Cycler
FHIN/N[N/NIN/NN/NIN/NIN/NIN/NIN/N [N/NIN/NIN/NIN/NEN/NN/NN/N
FVLIN/N|N/NN/NN/N[N/N[N/N[N/NN/N [N/NIN/NIN/NIN/NEN/NIN/NEN/N
Correlacion |[Si Si |Si |[Si |Si |[Si |Si |Si Si |Si |[Si |Si |Si |[Si |Si

Gomez de la Torre JC; Valor diagnéstico de Thrombostrip® en muestas con Mutaciones en el Gen de Factor V de Leiden (G1691A) y Factor Il de Protrombina (G20210A) ; Premio CONAREME 2008



ES UTIL SOLICITAR PRUEBAS
DE TROMBOFILIA EN
POBLACION GENERAL O
FAMILIARES CON TVP?



Prevalencia de la trombofilia y
riesgo relativo

Prothrombin Anti- Anti-p2
Antithrombin Protein C Protein S Factor V 20210A Lupus cardiolipin GPI
deficienc Leiden mutation anticoagulant® antibodies® antibodies

Prevalence in the . . 0.03%-0.13% 0.7%-4% 1%-8 %
general
population
Relative risk for a
first venous
thrombosis
Relative risk for
recurrent venous
thrombosis
Relative risk for No association  No consistent  No consistent
arterial association association
thrombosis
Relative risk for 1.3-3.6 1.3-3.6 No consistent No consistent
pregnancy data data
complications

Saskia Middeldorp1; Is Thrombophilia Testing Useful?; Hematology 2011



Prevalencia de la trombofilia y
riesgo relativo

Prothrombin Anti- Anti-B2
Antithrombin Protein C Protein S Factor V 20210A Lupus cardiolipin GPI
deficiency deficiency deficiency Leiden mutation anticoagulant® antibodies®* antibodies

Prevalence inthe 0.02% 0.2% 0.03%-0.13% 3-7% 0.7%-4% 1%-8 % 5 3.4
general
population
Relative risk for a
first venous
thrombosis

recurrent venous
thrombosis

Relative risk for No association ~ No consistent  No consistent
arterial association association
thrombosis

Relative risk for 1.3-3.6 1.3-3.6 No consistent No consistent
pregnancy data data
complications

Saskia Middeldorp1; Is Thrombophilia Testing Useful?; Hematology 2011
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riesgo relativo

Prothrombin Anti- Anti-B2
Antithrombin Protein C Protein S Factor V 20210A Lupus cardiolipin GPI
deficiency deficiency deficiency Leiden mutation anticoagulant® antibodies®* antibodies
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deficiency deficiency deficiency Leiden mutation anticoagulant® antibodies®* antibodies

Prevalence inthe 0.02% 0.2% 0.03%-0.13% 3-7% 0.7%-4% 1%-8 % 5 3.4
general
population
Relative risk for a
first venous
thrombosis
Relative risk for
recurrent venous
thrombosis
elative risk for No association ~ No consistent  No consistent
arterial association association
thrombosis
Relative risk for 1.3-3.6 1.3-3.6 No consistent No consistent
pregnancy data data
complications

Saskia Middeldorp1; Is Thrombophilia Testing Useful?; Hematology 2011



Incidencia estimada de un primer episodio de
TEV

Antithrombin,
protein C, or Factor V Leiden, Prothrombin Factor V Leiden,
protein S deficiency | heterozygous ~ 20210A mutation homozygous

Overall, %/year (95% Cl) 1.5 (0.7-2.8) 0.5(0.1-1.3) 0.4(0.1-1.1) 1.8 (0.1-4.0)*

Surgery, trauma, or immobilization, %/episode (95% Cl)t 8.1% (4.5-13.2) 1.8 (0.7-4.0) 1.6 (0.5-3.8)
Pregnancy, %/pregnancy (95% Cl) 4.1(1.7-8.9) 2.1(0.7-4.9) 2.3(0.8-5.3)
During pregnancy, % (95% Cl) 1.2 (0.3-4.2) 0.4 (0.1-2.4) 0.5 (0.1-2.6)
Postpartum period, % (95% Cl) 3.0(1.36.7) 1.7(0.7-4.3) 1.9(0.7-4.7)
Oral contraceptive use, %/year of use (95% Cl 3 (1.4-9.

Individuos con un pariente sintomatico de primer grado

Saskia Middeldorp1; Is Thrombophilia Testing Useful?; Hematology 2011



Trombofilias en el embarazo

Meta-analise

Trombose

Perda fetal
recorrente

Morte fetal in
utero

Pre-
eclampsia

Restrigao de
crescimento
fetal

Hematoma
retroplacen-
tario

FV Leiden
(+-)

FV Leiden (+/+)

FIl G20210A
(+-)

Fll G20210A
+/+)

Deficiéncia em
antitrombina

Deficiéncia em
proteina C

Deficiéncia em
proteina S

Robertson, et al .2
Rey, et al 2

Robertson, et al 2

Robertson, et al ?
Rey, et al 2

Robertson, et al @

Robertson, et al .2
Rey, et al 2

Robertson, et al.®
Rey, et al 2

Robertson, et al ?
Rey, et al 2

8,3 (54 -12.7)

34,4 (9,8 -120)

6,8 (2,5 -18,8)

26,4 (1,2 -559)

4,7 (1,3-17)

4,8 (2,2-10,6)

32(1,5-6,9)

1,9 (1,0 -3,6)
2,0 (1,1-3,6)

27(1.4-53)
2,1(1,3-5,5)
0,9 (0,2 -4,5)
1,6 (0,2-10,5)

14,7 (1,0 -218)

2.7(1,3-55)
2.3(1,1-4,9)

7.6 (0,3 -196)

3,1(0,2-385)

20,1 (3,7 -109)

2,2(1,5-33)

52 (0,2-102)

2.8 (0,8-10,6)

2.7(0,6-12,1)

46(0,2-115.7)

2.9(0,6-13,7)

Ana Gléria FONSECA; Hereditary Thrombophilia and Pregnancy: Thrombotic Risk and Pregnancy Outcome; Acta Med Port 2012 Nov-Dec;25(6):433-441

4,7 (1,1-19,6)

8,4 (0,4-171)

7.7 (3,0-19,8)

1,1(0,1-18)

59 (0,2-152)

2,1(0,5-93)




Risk on OCs Risk difference No. not taking OCs No. of female
Thrombophilia per year, % per 100 women to prevent 1 VTE relatives to be tested

Antithrombin, protein C, or protein S deficiency
Deficient relatives 4.3* 3.6 28 56
Nondeficient relatives 0.7*
Factor V Leiden or prothrombin 20210A mutation
Relatives with the mutation 0.5*
Relatives without the mutation 0.2*
Family history of VTE
General population, no family history 0.04%
General population, positive family history 0.08%

Risk of No. using No. of female
VTE per Risk difference prophylaxis to relatives
Thrombophilia pregnancy, %* per 100 women prevent 1 VTE+ to be tested

Antithrombin, protein C, or protein S deficiency
Deficient relatives 4.1% 3.6 28 56
Nondeficient relatives 0.5%
Factor V Leiden or prothrombin 20210A mutation, heterozygous
Relatives with the mutation 2.0%
Relatives without the mutation 0.5%
Factor V Leiden or prothrombin 20210A mutation, homozygous
Homozygous relatives 16.0
Relatives without the mutation 0.5
Family history of VTE
General population, no family history 0.5§
General population, positive family history 1.0§

Saskia Middeldorp1; Is Thrombophilia Testing Useful?; Hematology 2011




Inherited thrombophilia

Population

Cases

Controls

OR (95% CI)

Reference

Factor V Leiden

English
Austrian
Turkish
German
German
Israeli
Turkish
Argentinean
Portuguese
Turkish
Croatian
Asian-Indian
Serbian
Meta-analysis
Meta-analysis

6/50
6/22
7/28
30/148
5/38
10/58
12/46
1/44
3/21
7/30
4/33
8/54
1/26
71/629
-1014

4/77
7/152
10/106
12/296
4/100
4/118
3/68
2/102
4/115
1/33
2/112
10/58
2/50
39/2004
-/2581

2.3(0.6-8.6)'
4.6 (1.2-17.2)
3.2(1.1-9.3)
6.0 (3.0-12.1)
3.6 (0.9-14.9)°
4.8 (1.4-16.5)
6.4 (1.7-23.0)
1.2(0.2-13.2)
4.6 (0.9-224)
9.7 (1.1-452.3)
7.6 (1.3-43.5)
0.9(0.3-2.3)'4
1.0 (0.1-11.1)
1.2 (0.8-1.9)
3.7 (2.8-4.8°

Ganesan (20)
Zenz (21)
Akar (22)

Nowak-Gottl (23)
Strater (24)
Kenet (25)

Akar (27)
Bonduel (30)
Barreirinho (31)
Duran (32)
Herak (34)
Biswas (35)
Djordjevic (36)

Haywood (40)

Kenet (41)

Factor 1l G20210A

Austrian
Turkish
German
Israel
Argentinean
Portuguese
Croatian
Serbian
Meta-analysis
Meta-analysis

117
5/28
9/148
2/58
0/44
2/21
1/33
2/26
35/550
-/1059

1/98
3/106
4/296
3/118
1/102
1/115
4/M2
3/50
15/1902
-/2278

3.9 (0.1-307.6)
74 (1.7-33.5)
4.7 (1.4-15.6)
1.3(0.2-8.2)
/

11.8 (1.0-136.5)
1.0 (0.1-7.3)
1.3(0.2-84)
1.1(0.5-2.3)
2.6 (1.7-4.0)

Zenz (21)
Akar (22)
Nowak-Gottl (23)
Kenet (25)
Bonduel (30)
Barreirinho (31)
Herak (34)
Djordjevic (36)
Haywood (40)
Kenet (41)

Methylenetetra-hydrofolate
reductase C677T (only TT
homozygotes)

Turkish
German
Israeli
Spanish
Turkish
Portuguese
Croatian
Asian-Indian
Serbian
Polish

4/28
30/148
8/58
6/21
4/46
1/21
5/33
2/58
1/26
9/64

6/106
12/296
18/118
4/28
6/68
13/115
10/112
0/58
5/50
2/59

Renata Zadro; Inherited prothrombotic risk factors in children with first ischemic stroke; Biochemia Medica 2012;22(3):298-310

3.9(0.7-12.1)
2.6 (1.5-4.5)
1.1(0.4-2.7)
2.0 (0.5-8.0)'
1.0 (0.3-3.7)’
0.4 (0.1-3.0)
1.8 (0.6-5.8)
/4

0.4 (0.04-3.3)
5.8 (1.0-42.7)

Akar (22)
Nowak-Gottl (23)
Kenet (25)
Cardo (26)
Akar (27)
Barreirinho (31)
Herak (34)
Biswas (35)
Djordjevic (36)
Zak (37)




La incidencia anual global de una primera TEV en los
individuos con antitrombina, proteina C o deficiencia de
proteina S es 1,5%, mientras que este riesgo es 0,5%
para los portadores del factor V Leiden o la mutacion

20210A de la protrombina.

Riesgo de sangrado con anticoagulacion:2%



Es util solicitar pruebas de
trombofilia pacientes con TVP?



Se recomienda realizar pruebas
para trombofilia en:

» TEV no provocada antes de los 60 anos de edad

» Antecedentes familiares de enfermedad tromboembolica

» Trombosis en sitios inusuales: venas cerebrales, venas visceral
extremidades superiores, etc.

» Patologia Obstétrica como: abortos involuntarios recurrentes,
mortinatos o recién nacidos con alt. en la maduracion

» Pruebas de laboratorio anormales sin aparente causas (prolongada
TTPa, PCA)

» Necrosis de la piel después de la iniciacion del tratamiento AVK.

Sinescu ; ldiopathic venous thromboembolism and thrombophilia; Journal of Medicine and Life Vol. 4, No. 1, January-March 2011
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'DEFICIENCIA DE ANTITROMBINA 1l (AT IlI)

Egeberg (1965).

Heterocigotas: 40-70 % del nivel normal de AT IlI.
228 mutaciones diferentes en el gen SERPINC1

Prevalencia:
en poblacién normal 0,2 %

en familias trombofilicas 4,3 %
en pacientes con trombosis venosa 2-8%
Riesgo x §, trombosis entre 15 y 30 anos.

Asociacion con trombosis arterial incierta

W. Xu et al / Rev Esp Cardiol. 2011;64(7):606—-613



Antitrombina

Descrita en 1965
Se denomino ATIII, se describieron seis

El unico que actua como un inhibidor
fisiologico de la trombina es la ATIII

Actualmente:
Antitrombina =Antitrombina (ATIII)



Antitrombina

e Inactiva:
— Trombina (II)
— Vlla, XIla, XIa, Xa y IXa
* La inactivacion es incrementada por:

— Heparan sulfato presente en la pared
vascular

— Tratamiento con heparina
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Antitrombina

Preferible no medir durante el episodio
agudo

Si valor normal, se excluye deficiencia
Idealmente medir tres meses después del
episodio agudo

Medir al menos S dias después de haber
discontinuada la heparina



Antitrombina
Deficiencia Adquirida

Coagulopatia de consumo:
— CID, preeclampsia.
Disfuncion Hepatica:
— Insuficiencia hepatica aguda, cirrosis, prematuridad.
Enfermedad Renal:
— Sindrome nefrotico.
Pérdida Gastrointestinal:
— Enfermedad intestinal inflamatoria.
Medicamentos:
— Heparina, estrogenos-progestagenos, L-asparaginasa



Determinacion en Laboratorio




ANTITROMBINA HI-SIEMENS

Heparina

[ATIII - Trombina] + Trombina

ATIII + Trombina

muestra €XCeso resto

Trombina
Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA* Tos-Gly-Pro-Arg-OH+ ANBA-IPA

A Absorvancia a 405 nm es inversamente proporcional a la actividad de ATIII

VR: 80-112%;

* Tosilglicil-L Polil-L-Arginil-5-amino-2 acido nitrobenzoico-isopropilamida



Proteina C

* El complejo trombina-trombomodulina activa
la Proteina C

* La Proteina C activada inactiva el factor Va 'y
Vllla

» La proteina S funciona como su cofactor

VITAMINA K DEPENDIENTE




DEFICIENCIA DE PROTEINA C (PC)

Griffin (1980).
Mas de 160 mutaciones del gen de la proteina C
Herencia autosomica dominante.

Prevalencia:
en poblacion normal 0,4 %

en familias trombofilicas 7%
Heterocigota riesgo x 6,5 - trombosis a media edad (40a).
Asociacion con trombosis arterial incierta
Su nivel puede aumentar en tratamientos hormonales y en

el embarazo
Valor disminuido en recién nacidos y ninos hasta los 16 anos

W. Xu et al / Rev Esp Cardiol. 2011;64(7):606—-613



Proteina C

- NO SOLICITAR EN EPISODIO AGUDO

- SUSPENDER WARFARINA POR LO MENOS 10
DIAS ANTES DE CUANTIFICAR
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Proteina C
Deficiencia Adquirida

* Procesos de consumo intravascular:
— CID, preeclampsia, estado post operatorio.

e Sintesis disminuida:

— Enfermedad hepatocelular, deficiencia de
vitamina K, quimioterapia.

 Inhibidor:

— Uremia.



PROTEINA C-SIEMENS

Proteina C Activador (Veneno

Proteina C . de Agkistrodon contortrix) Proteina C Activada
muestra

Proteina C Activada
p-Glu-Pro-Arg-MNA* p-Glu-Pro-Arg-OH + MNA

A Absorvancia a 405 nm es inversamente proporcional a la actividad de PC

Proteina C ;. 2(%0 del V.N)=F, x AE/min

muestra

Valor Teorico(%del valor

F — normal)plasma de referencia
L

AE/min

plasma de referencia

* piro-acido glutamico-prolin-arginin-metoxi-nitroanilin






Proteina S

* 1977 Investigadores en Seattle descubrieron
una proteina vitamino K-dependiente

“S” por Seattle

1980 Proteina S incrementa la inactivacion del
factor Va producida por la proteina C

* 1984 Primer paciente deficiente en Proteina S



Proteina S

Cofactor para la funcion anticoagulante de la proteina
C activada al aumentar la afinidad de la proteina por
los fosfolipidos con carga eléctrica negativa

Inhibe directamente: Va, Vllla, y Xa.

Solo la Proteina S libre tiene actividad cofactor.
Proteina S libre: 40% del total.

~ 60% de la PS circulante esta unida al C4b-BP.



DEFICIENCIA DE PROTEINA S (PS)
Comp et al. (1984).

Casi 200 mutaciones diferentes del PROS1
Herencia autosdomica dominante.

Prevalencia:

en poblacion normal <1%

en familias trombofilicas 6 %

en pacientes con trombosis venosa 1-3%
Heterocigota riesgo x 2, trombosis antes de 40 anos.

Asociacion con trombosis arterial incierta

Valores disminuidos en el nino, embarazo y puerperio

W. Xu et al / Rev Esp Cardiol. 2011;64(7):606—-613
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Proteina S
Deficiencia Adquirida

 Incremento en C4b-BP

— Embarazo, anticonceptivos orales, inflamacion,
SIDA.

e Sintesis disminuida de PS

— Infantes, enfermedad hepatica, deficiencia de
vitamina k, terapia con Coumadin.

e Oftros:
-- Enfermedad de células falciformes, policitemia
vera, varicela, anticoagulante lupico.
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Hemostasia primaria

Tapon plaquetar:
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Cascada de la coagulacion

Via intrinseca

Via extrinseca

FACTOR TISULAR

Complejo
protrombinasa

Coagulo estable de fibrina



Inhibicion de la coagulacion

Via intrinseca Via extrinseca

FACTOR TISULAR

Complejo
protrombinasa

Coagulo estable de fibrina



Via intrinseca

Fibrinolisis

Complejo

FL
C a+2

‘<

protrombinasa

+— @D

Via extrinseca

PDF




Pruebas de laboratorio

Coagulacion :

* Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)
* Tiempo de protrombina

« Tiempo de trombina

« Tiempo de reptilase

« Dosificacion de factores



Pruebas de laboratorio

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) :

2
Plasma % FL, Ca™ > %
Normal

: tPCA :
Cociente = = Respuesta anticoagulante

t




Cascada de la coagulacion

Via intrinseca Via extrinseca

FACTOR TISULAR
Complejo
protrombinasa
TTPA.: car B D
Alargado en: I [é
HemofiliaAy B 1T R T1: \@
Tto con Heparina (] ) L Ia "
Inhibidor frente FVIIL, IX, XI |— XIlla

Coagulo estable de fibrina



Pruebas de laboratorio

Tiempo de protrombina (TP) :

% Ca2t
Tromboplastina

Plasma
Normal




Cascada de la coagulacion

Via intrinseca Via extrinseca

FACTOR TISULAR

Complejo
protrombinasa

Sk V 4
.
Alargado en: QL Ja

Tto con Anticoagulantes orales l‘—
Inhibidor frente FVII Codgulo estable de fibrina



Pruebas de laboratorio

Tiempo de trombina (TT) :

Trombina \
% ’ I
#

Plasma
Normal

Mide la actividad del fibrindgeno

Tiempo de ecarina:

Veneno \
% : -t
*

Plasma
Normal

Valora los inhibidores directos de la trombina



Deteccion de G20210A

Gradiente Extraccion

Ficoll C;z? DNA ”-'T

Células serie
blanca

“h

-o i —345pb
- T 322pb

1: Marcador pares de bases
2:GG  3:GA 4:AA

=5

Electroforesis
en gel
PCR Digestion - - -
protrombina Hind III .
345 pb
345 pb
| 20210A
322 pb 23 pb
| 20210G
345 pb



Plasminogeno

Plasmina

tPA

(XII, HMWK, PK)

l&

Trombina
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Factor V

e Gen FV
5r—-_:_-_-_-_I_-_I_I:-\_-_-_I_l_l_-_-_:_-_-_-_-_- || || 3 re
Exon 10
Factor V
4//
G
1487 1691 | 1701

 Proteina FV

FXa y/o Trombina Proteolisis ordenada

KV » FVa - FVi

Cadena pesada Cadena ligera

| 303 317 656 709 1546 2196



FV Leiden

* Gen FV Leiden

El E25

5,—-;-_-_-_-_I_-_-_-_1_-_-_I I_l_-_-_-\_-_-_-_-_- | || 3 r

Exo6n 10
1487 1691 | 1701
* Proteina FV Leiden

FXa y/o Trombina 79 .

-~ FVL 4 - FVLa - FVi

"'('iln 506

303 317 : 656 709 1546 2196



PROTROMBINA (G20210A)

Se debe de solicitar éste estudio:

-pacientes con trombosis recurrentes

-primer episodio antes de los 50 anos

-sitios inusuales de trombosis (cerebrales, hepaticas,etc)
-pérdida inexplicable de embarazo en 2do. o 3er. trimestre
-familiares de probando

-no esta indicado como test de screening en ninguna
situacion
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