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Resumen

La trombofilia es la predisposicion genética o adquirida para el desarrollo de un evento de
hipercoagulabilidad, el cual puede desencadenar el desarrollo de trombosis, afectando los
Vasos sanguineos tanto venas como arterias. La fisiopatologia para la generacion de estos
cuadros trombdticos consiste en mecanismos que alteran de forma cualitativa y cuantitativa
los factores de la coagulacion. En este tipo de trastornos también se ha descrito la alteracion
de los anticoagulantes naturales, donde se generan inhibiciones o resistencia de estos,
promoviendo asi, la produccion de trombos en la luz vascular.

Las pruebas moleculares empleadas para la deteccion de las mutaciones en los factores de
la coagulacién son un punto clave para el diagnostico de las trombofilias heredadas,
también tiene gran importancia en el pronostico de los pacientes que desarrollan la
enfermedad, debido a la severidad clinica que confiere la existencia de dichas mutaciones.
Esta investigacion incluye el andlisis de mutaciones en los factores Il y V de la coagulacion
y en la enzima Metilentrahidrofolato reductasa (MTHFR) por PCR en tiempo real en
pacientes menores de 50 afios que han generado hipercoagulabilidad, evaluando
genotipicamente la presencia de dichas variaciones. La mutacion C677T se detectd en
individuos con trombosis arterial y venoso, esto se correlaciona con lo reportado en
estudios anteriores, y demuestra la relacion entre el defecto en la enzima MTHFR con el
dafio endotelial independiente de los niveles de homocisteina en suero. La mutacion

H1299R se detecto en 16 (22.2%) individuos, siendo este el primer estudio en Colombia



que reporta dicha variante, la cual se asocia a resistencia de la proteina C activada de forma

leve generando predisposicion a generar eventos de hipercoagulabilidad.
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Summary

Thrombophilia is the genetic predisposition or acquired for the development of an event of
hypercoagulability, which can trigger the development of thrombosis, affecting blood
vessels both veins and arteries. The pathophysiology for the generation of these thrombotic
conditions consists of mechanisms that alter the coagulation factors qualitatively and
quantitatively. In this type of disorders the alteration of natural anticoagulants has also been
described, where inhibitions or resistance of these are generated, thus promoting the
production of thrombi in the vascular lumen.

The molecular tests used for the detection of mutations in the coagulation factors are a key
point for the diagnosis of inherited thrombophilias, it also has great importance in the
prognosis of patients who develop the disease, due to the clinical severity that confers the
existence of such mutations. This investigation includes the analysis of mutations in factors
Il and V of coagulation and in the enzyme Methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR)
by real-time PCR in patients younger than 50 years that have generated hypercoagulability,
evaluating genotypically the presence of such variations. The C677T mutation was detected
in individuals with arterial and venous thrombosis, this correlates with that reported in
previous studies, and demonstrates the relationship between the defect in the MTHFR
enzyme with endothelial damage independent of serum homocysteine levels. The H1299R
mutation was detected in 16 (22.2%) individuals, this being the first study in Colombia
reporting this variant, which is associated with a slightly activated resistance of protein C
generating a predisposition to generate hypercoagulable events.
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Introduccion:

La trombofilia se conoce como la predisposicion genética o adquirida para formar trombos
a nivel intravascular y desarrollar estados de hipercoagulabilidad los cuales pueden
desencadenar en enfermedad tromboembdlica, como trombosis venosa profunda (TVP),
tromboembolismo pulmonar (TEP) (1,2) y trombosis a nivel cerebral donde es comun el
progreso hacia accidente cerebrovascular (ACV) (3). Los mecanismos fisiopatoldgicos que
generan estas alteraciones a nivel hemostético se clasifican en dos, la primera, la
sobreexpresion de los factores de la coagulacion por alteraciones cualitativas o
cuantitativas, y la segunda la inhibicidn o resistencia de los anticoagulantes naturales (4).
La probabilidad de desarrollar eventos trombdticos en pacientes que presentan trombofilia
es superior si se compara con el resto de la poblacion, no obstante, no todos los pacientes
con predisposicion genética y/o adquirida, llegan a desarrollar la enfermedad (5,6).

La trombosis venosa profunda tiene importancia a nivel mundial por su alta morbilidad, la
incidencia al afio 2013 a nivel mundial fue de 1 por cada 100 adultos mayores, 1 por cada
1000 adultos jovenes y 1 por cada 100.000 nifios (7,8). Un estudio realizado en nuestro pais
en 1996 por Dennis y colaboradores, reportd que el 7% de la poblacion estudiada en
condiciones de hospitalizacién, presentaban al menos un episodio de trombosis venosa
profunda. De esta manera se ve afectado en gran medida el sistema de salud, debido al alto
costo que genera el tratamiento y manejo de esta enfermedad, sumado a la mortalidad
hospitalaria (9).

Entre las predisposiciones trombofilicas adquiridas mas comunes se encuentran, los
traumas fisicos, posquirdrgicos de cirugia ortopédica, el uso de anticonceptivos orales, el
embarazo (10,11) y el céncer (12). Dentro de las condiciones genéticas asociadas a
trombofilias se han descrito las mutaciones en los factores de la coagulacion, siendo las
mas importantes por su ocurrencia, las variantes en los factores Il y V de la coagulacion y
en los inhibidores naturales como la antitrombina, la proteina C y la proteina S. También se
ha estudiado ampliamente el papel de los polimorfismos en la metilentrahidrofolato

reductasa (MTHFR), enzima importante en la remetilacion de la homocisteina (13,14).

La protrombina o factor Il de la coagulacion es una proteina procoagulante dependiente de

vitamina K que participa en la etapa final de la formacion del coagulo, ésta se escinde



proteoliticamente para activarse y convertirse en trombina, la cual actia sobre la molécula
de fribrindgeno para la formacién de la malla de fibrina y consecuentemente la formacién
de un coagulo estable. Ademas, participa en el proceso natural de anticoagulacion por
accion de la proteina C (15).

El gen que codifica para protrombina tiene un tamafio de 21 kb, localizado en el
cromosoma 11 (11p11.2) y contiene 14 exones (15, 16). En 1996, Poort y colaboradores,
identificaron un polimorfismo de nucleétido simple en la posicion 20210 en la region UTR
3’ del gen de la protrombina que consiste en un cambio de guanina por adenina después del
sitio de poliadenilacion, el cual se asocia con altos niveles de protrombina (16)

La alteracion en la secuencia ¢.20210G>A es un defecto autosémico dominante que
representa una mutacion de ganancia de funcion con mayor reconocimiento del sitio de
escision y aumento del RNAm y consecuentemente incremento en la sintesis de la proteina
(17).

Las consecuencias clinicas por la desregulacién post-transcripcional del RNAm de la
protrombina, se deben a los altos niveles de protrombina plasmatica, por lo tanto, hay una
hiperactivacion de la trombina y generacion de trombos. (10) Ademas, se ha reportado que
los pacientes con la mutacién G20210A presentan un engrosamiento mayor de la intima
media, factor que es predisponente para la oclusion trombdética (16).

La concentracién de protrombina en pacientes con el polimorfismo G20210A es >1,15
U/ml (aumento de 25 % de la concentracion habitual), lo que dobla el riesgo de (TVP) y lo

incrementa en seis veces en personas con antecedente previo de la misma (15).

La mutacién en el gen de la protrombina, es el segundo factor de riesgo hereditario para el
desarrollo de enfermedad tromboembdlica tanto a nivel venoso como arterial, después de la
mutacion del factor V de Leyden (18). La frecuencia en la poblacion general para los
heterocigotos de G20210A que no han desarrollado eventos tromboembélicos es del 2% al
5% y en los pacientes que expresan la enfermedad es del 6% al 18%. La homocigosidad es
rara, por lo tanto, ha sido poco estudiada, pero segun reportes de estudios de casos,
incrementa el riesgo de sufrir trombosis por encima de lo observado en los heterocigotos
(16). En 2006 Bosler y colaboradores reportaron 67 casos en todo el mundo, dos de los

individuos estudiados pertenecian a la misma familia en Bulgaria (15).



El factor V de la coagulacion, también conocido como proacelerina o factor labil, es
sintetizado en el higado y circula libremente como una cadena polipéptica simple en una
forma procoagulante inactiva y su vida media plasmatica es de 12 a 36 horas.

Su importancia en el sistema de la coagulacion radica en que cumple funciones
procoagulantes, para la activacion de la trombina y anticoagulantes como cofactor de la
proteina C en sinergia con la proteina S (19).

El factor V esta constituido por 6 dominios (Al, A2, B, A3, C1 y C2). El dominio B se
ubica entre los dominios A2 y A3, el cual estd flanqueado por los sitios de escision
proteoliticos Arg709 y Argl545 y dentro del mismo dominio se encuentra el sitio de
escision Argl1018. Las dos proteinas capaces de generar prote6lisis del factor V
interactuando con los sitios de escision son la trombina y el factor Xa, esta interaccion
activa el factor V (FVa) en presencia de membrana plaquetaria que contiene fosfolipidos
cargados negativamente, EI FVVa junto con el factor Xa forman un complejo en la superficie

celular, el cual activara eficientemente la protrombina en trombina (20).

El gen del factor V estéd ubicado en el brazo largo del cromosoma 1 (1g24.2) y contiene 25
exones. Se han descrito varias mutaciones en este gen, sin embargo, en 1994, Rogier
Bertina de Leiden en Holanda comprob6 que en el 95% de los casos de tromboembolia
venosa con alteracion en la proteina C, eran secundarios a una mutacion en el gen
codificante para el Factor V de la coagulacion, que ocasionaba resistencia del factor V a la
proteolisis de la proteina C, este trastorno es conocido como factor V de Leiden (21). Otros
polimorfismos en el factor V asociados a resistencia a la proteina C son factor V de
Cambrigde (22), factor V de Liverpool (23), Haplotipo HR2 (24), mutacion R485K (25) y
la variante Y1702C (26). A diferencia de estos, el factor V Hong Kong también descrito
como variante genética, no estd asociada a predisposicion para el desarrollo de trombosis
(27).

El factor V de Leiden, consiste en un cambio de guanina por adenina en el nucleétido 1691
(G1691A) que da lugar a un cambio de arginina por glutamina en el codén 506 (R506Q),

sitio de escision de la proteina C activada (13,28). Consecuentemente se presenta la



resistencia a la proteina C que consiste en aumento del factor Va plasmatico y aumento en
la generacion de protrombina, hechos que llevan al desarrollo de estado de
hipercoagulabilidad, presentando manifestaciones clinicas asociadas a tromboembolia
venosa (29,30).

El factor V de Leiden es la primera causa de trombofilias heredadas, esta presente en el
80% de los pacientes con resistencia a la proteina C activada y en el 20% de los casos que
desarrollan tromboembolismo venoso (31). La prevalencia més alta de la mutacion del
factor V Leiden se presenta en Europa, predominantemente en Chipre, el Sur de Suecia y
Alemania, también se presenta en Arabia Saudita y en Israel. No se ha descrito en grupos
étnicos como los africanos, chinos y japoneses. En nuestro medio la prevalencia varia entre

el 2% y 3% de los pacientes con resistencia a la proteina C (32).

La mutacion H1299R fue reportada en 1996 (24), y consiste en la sustitucion de una
adenina por guanina en la posicion 4070 en el exon 13 del gen del factor V, que genera un
cambio de histidina por arginina en el codon 1299. Este polimorfismo, también es conocido
como el Haplotipo R2, posteriormente se describid que hace parte de un conjunto de
variantes del factor V, el grupo de estas alteraciones ha sido llamado HR2 (28). Se ha
demostrado que esta mutacion influye en la concentracion de los niveles plasmaticos del
factor V y que los portadores de ésta presentan resistencia a la proteina C activada de forma
leve. Ademas, al estar presente en un individuo simultaneamente con la mutacion R506Q,
aumenta la patogenicidad y el riesgo de sufrir enfermedad tromboembolica, es por esta

razén que se considera un factor de riesgo para los portadores del factor V de Leiden (33)

La coherencia de la mutacion factor V de leiden con variaciones genéticas asociadas a
deficiencia cuantitativa del factor V resulta en un factor predisponente para estado
procoagulante, condicion conocida como Resistencia a la proteina C pseudo-homocigota.
(25, 26).

Se han descrito varias mutaciones asociadas a la deficiencia cuantitativa del factor V. La
mas importante es la mutacion A5279G, que consiste en la sustitucion de adenina por una

guanina que conlleva a un cambio de aminoacidos el cual consiste en la sustitucion de



tirosina por cisteina, Y1702C (25). Es una mutacion poco frecuente, pero en Italia se ha

reportado como la causa mas comun de deficiencia del factor V en esa poblacion (34).

Otro factor desencadenante de estados de hipercoagulabilidad son las alteraciones genéticas
en la 5-10 metilentrahidrofolato (MTHFR), enzima importante en el metabolismo de la
homocisteina, el cual es un aminoécido que se sintetiza como producto intermedio en el
metabolismo de la metionina (35). La homocisteina sufre procesos para la regeneracion de
la metionina por medio de la MTHFR, que se encarga de sintetizar 5
metilentetrahidrofolato, donante del grupo metil y de esta manera se remetila la
homaocisteina (36, 37).

El gen que codifica para la MTHFR se localiza en el cromosoma 1 (1p36.22) y contiene 13
exones. Las variantes en este gen influyen en la susceptibilidad a la enfermedad vascular
oclusiva, defectos del tubo neural, cancer de colon, leucemia aguda, y se asocia con
inflamacién sistémica (38).

Se han descrito varias mutaciones en el gen de la MTHFR, siendo C677T la mas importante
por considerarse un factor de riesgo para la enfermedad vascular y aterosclerosis (39).

La mutacioén C677T en el gen de la MTHFR consiste en una sustitucion de una citosina por
una timina en el nucledtido 677 convirtiendo un residuo de alanina en valina,
consecuentemente se presenta disminucion de hasta un 50% en la actividad de la enzima
(40), llevando a la acumulacion en sangre de homocisteina y a disfuncion endotelial por
aumento del estrés oxidativo y generacion de peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilos y
superdxidos (38).

La mutacién A1298C genera el remplazo de una alanina por glutamina en la posicion 429.
Este polimorfismo también estd asociado a reduccién de la actividad enzimatica de
MTHFR que lleva a deficiencia en el proceso de remetilacion y por lo tanto a la
acumulacion de la homocisteina a nivel plasmatico (36,40).Sin  embargo, la
hiperhomocisteinemia asociada a las mutaciones en MTHFR es una aseveracion que causa
controversia, ya que, estudios realizados en 2007 por Nadir y colaboradores (41) justifican
que a pesar de que las variantes en MTHFR son factores de riesgo para desarrollar eventos

trombdéticos, no necesariamente se correlaciona con niveles aumentados de homocisteina.



Otras investigaciones que dan cuenta de ello son los estudios realizados por Ortega (42) y
por Khimani (43), donde evidencian que no encontraron asociacion entre los niveles de
homocisteina y las mutaciones en MTHFR en los pacientes evaluados.

En 1998, Camacho y colaboradores (44) realizaron un estudio para determinar la presencia
del factor V de Leiden y de la mutacion C677T de la MTHFR en 150 individuos al azar y
encontraron que ninguno era portador de la mutacion del factor V de Leiden, pero el 48.7%
de los individuos estudiados presentaban la mutacion de C677T de la MTHFR.

En 2006, Torres y colaboradores estudiaron a 100 pacientes con TVP y 114 individuos
como controles, y evidenciaron que el factor V de Leiden se asocié con la enfermedad en el
10% de los pacientes y que un 0.9% de los controles eran portadores. La mutacion C677T
estaba en el 73% de los pacientes (24% homocigotos y 49% heterocigotos) y en el 68.4%

de los controles (19.3% homocigotos y 49.1% heterocigotos) (45)

En nuestro medio no se ha reportado la distribucion genotipica y las frecuencias de las
mutaciones H1299R y Y1702C del Factor V en individuos que padecen eventos
tromboembdlicos, el enfoque diagndstico de estos pacientes incluye el estudio del Factor V
de Leiden, la mutacion en el Factor 11 G20201A y las mutaciones en la enzima MTHFR. A
pesar de ello, estudios han demostrado la importancia de incluir la deteccién de las demas
variantes del factor V, ya que pueden estar presentes concomitantemente con otros
polimorfismos, inclusive podrian comportarse como factores de riesgo para la expresion

fenotipica y pueden estar implicados en la severidad de la enfermedad (46, 47, 48).

El presente estudio incluyd el analisis de la mutacion G20210A del factor 11, las mutaciones
R506Q (factor V de Leiden), H1299R, Y1702C del factor V, y las mutaciones C677T y
A1298C en la enzima MTHFR para determinar cual es la distribucion genotipica en nuestra

poblacion y su asociacion con la enfermedad tromboembodlica.

Objetivo general

Analizar las mutaciones en los factores Il y V de la coagulacién y en la enzima
metilentrahidrofolato reductasa en pacientes con trombofilias atendidos en Dinamica IPS en
Medellin entre 2017 — 2018



Obijetivos especificos

1. Describir la poblacién de estudio de acuerdo a sus caracteristicas sociodemogréaficas
bésicas, hallazgos clinicos y de laboratorio.

2. ldentificar las mutaciones en los factores Il y V de la coagulacion y en la enzima
MTHFR en pacientes con trombofilia por la técnica PCR en tiempo real.

3. Determinar las frecuencias de las mutaciones en los factores Il y V de la
coagulacion y en la enzima MTHFR en la poblacion de Medellin.

4. Correlacionar las mutaciones presentes de los factores Il y V de la coagulacion y en

la enzima MTHFR con los hallazgos clinicos de cada individuo estudiado.

Metodologia
Tipo de estudio:

Es un estudio observacional descriptivo transversal.

Poblacion de estudio:

La poblacion de estudio del presente trabajo son pacientes que presentaron uno 0 mas
eventos tromboembolicos antes de los 50 afios de edad atendidos en Dindmica IPS
Medellin durante 2017-2018.

A esta poblacion se le aplicaron los siguientes criterios de exclusion: Mujeres en estado de
gestacién, mujeres con uno 0 mas abortos recurrentes espontaneos, pacientes con cirugias
ortopédicas o invasivas en el Gltimo semestre, pacientes que presentaron en el Gltimo

semestre infecciones bacterianas severas.

Disefio muestral:
El tamafio ideal de la muestra se calculd con el programa Epidat y arrojé un calculo de 76
individuos con una confianza del 95%. El tipo de muestreo es no probabilistico. Se

seleccionaron 72 individuos por conveniencia.



Recoleccion de la muestra:

Los pacientes luego de aceptar su participacion y firmar el consentimiento informado y la
encuesta, se sometieron a la toma de la muestra de sangre en un tubo con anticoagulante
EDTA. Luego de la recoleccion de la muestra ésta fue almacenada a -70°C hasta el

momento de su procesamiento.

Disefio experimental:

Extraccion de ADN

Se realizd extraccion ADN genomico utilizando el juego de reactivos de Extraccion
automatizado mSample Preparation System DNA Abbott-Promega®, con una especificidad
del 100% y una sensibilidad de 10 ng/reaccion de ADN. Este tipo de extraccion se basa en
la captura de los acidos nucleicos usando microparticulas magnéticas. Ademas, utiliza
tiocianato de guanidina para la lisis celular e inhibicion de DNAasas, adicionalmente
incluye detergentes para eliminacion de proteinas que pudieran degradar el ADN vy alcohol
etilico para la precipitacion del mismo.

El proceso de extraccién automatizado para diagnostico in vitro (IVD) que ha sido
estandarizado y validado previamente en el area de biologia molecular del Laboratorio
Clinico Dindmica Medellin. Para tal procedimiento se utilizé el instrumento para extraccion
automatizada de ADN m2000sp Abbott Molecular (49).

Cuantificacién de ADN gendmico:

Para la cuantificacion del material de ADN obtenido en la extraccion automatizada se
utilizé el espectrofotometro NanoDrop™ 2000 de Thermo Scientific (50).

La concentracion de ADN gendmico recomendada para el ensayo de amplificacién es de 5-
200 ng/uL, y la concentracion obtenida en los eluidos usados en el estudio oscil6 entre 11.2
y 98.3 ng/uL.

Amplificacion de ADN por el juego de reactivos Anyplex Il Thrombosis SNP Panel Assay®
El procedimiento de la PCR en tiempo real se realizd de forma manual, El juego de
reactivos ha sido suministrado por la casa comercial Annar Diagndéstica Import, distribuidor

oficial de la marca Seegene en Colombia y el protocolo para amplificacion con el juego de



reactivos con certificado IVD y CE Anyplex Il Thrombosis SNP Panel Assay ha sido
estandarizado previamente en el area de biologia molecular del laboratorio clinico
Dindmica.Anyplex Il Thrombosis SNP Panel Assay® detecta seis SNP en una sola corrida
de amplificacion por PCR en tiempo real (R506Q, H1299R y Y1702C en el factor V,
G20210A en el factor I1'y C677T y A1298C en la enzima MTHFR), para ello utiliza la
tecnologia patentada mTOCE, la cual permite identificar los mdltiples polimorfismos
mediante la temperatura de fusion del Catcher (Catcher-Tm). EI Catcher contiene una sefial
fluorescente encargada de generar una sefial para cada secuencia. EI Tm tiene un valor
diferente para los SNP que depende de la secuencia de nucleodtidos de cada uno. Por lo
tanto, esta tecnologia contiene un valor de Catcher-Tm especifico de cada secuencia
objetivo, tabla 1.

El juego de reactivos esta compuesto por 4 viales, uno que contiene el primer el cual es una
mezcla de Oligos de TOCE, un segundo vial con la Pre-mix constituida por la polimerasa
de DNA, el Uracil-ADN glicosilasa y un tampon que contiene los dNTPs, el tercer vial esta
compuesto por Agua libre de RNasas utilizada para la preparacion de la mezcla maestra y
como control negativo, por Gltimo, el cuarto vial, constituye el control positivo el cual
incluye 6 alelos de tipo salvaje (R506R, H1299H, Y1702Y, G20210G, C677C. A1298A) y
6 alelos mutantes (R506Q, H1299R, Y1702C, G20210A, C677T, A1298C).

Los componentes se almacenaron a -20°C y se descongelé en 4 oportunidades para la

preparacion de la mezcla maestra y uso en los experimentos.

Se utilizo el termociclador en tiempo real CFX96 Bio-Rad para la amplificacion, el cual
tiene la caracteristica de detectar 4 sefiales fluorescentes simultaneamente utilizando los
fluorocromos FAM, HEX, CALRED610, QUASARG670, siendo este el instrumento
adecuado para la localizacién de los 6 SNP en una misma corrida. Previamente se
programé con los ciclos y temperaturas recomendadas por la casa comercial para esta

técnica de PCR en tiempo real maltiple.

La sensibilidad del juego de reactivos Anyplexll Thrombosis SNP Panel Assay® es de 300

copias/reaccion (limite inferior de deteccion), es decir aproximadamente 1 ng/reaccion de



ADN genomico humano). La especificidad del juego de reactivos es de 100%, ya que no

muestra reactividad cruzada con otras especies cuando se ha evaluado la amplificacion del

target especifico para cada una de las mutaciones (51, 52).

Tabla 1. Caracteristicas de amplificacion del control positivos para las mutaciones
C677T, A198C, H1299R, R506Q, G20210A Yy sus genes silvestres.

FAM HEX CAL RED610 QUASARG670
Secuencia H1299R C677T R506Q H1299H C677C R506R Y1702C | A1298C | G20210A | Y1702Y | Al1298A | G20210G
nuclggtidos
Ciclo 43 41 39 43 41 39 43 41 39 43 41 39
RFU 3647.849 | 3460.360 | 3238.880 | 1649.941 | 1562.527 | 1453.572 | 4218.317 | 4061.684 | 3851.260 | 2851.348 | 2680.788 | 2476.114
Temperatura 64 70 78 62 69 77 64 70 76 64 69 78
d(RFU)dT 379.291 | 457.624 | 430.805 119.889 147.565 171.656 | 383.683 | 464.749 326.193 318.442 384.176 282.049

RFU: unidad de fluorescencia relativa, dRFU/dT: cambio de nivel de fluorescencia.

Recoleccion de datos:

Para este estudio se disefid6 una encuesta, la cual da cuenta de -caracteristicas
sociodemogréficas, antecedentes personales como el diagnéstico, datos clinicos, exdmenes
de laboratorio e imagenologia que confirmen que ha sufrido algin hallazgo
hipercoagulable, y tratamientos para trastornos asociados al sistema de la coagulacién; y
antecedentes familiares que incluian datos asociados a trombosis venosa profunda,
tromboembolismo, ACV, abortos recurrentes, complicaciones en el parto, coagulacién
intravascular diseminada, que se presentaron en la familia (anexo 1)

Se disefid una base de datos que incluia informacion como el resultado genotipico de las
mutaciones asociados a trombofilia obtenido en el experimento de PCR en tiempo real, la
edad del paciente y la edad de presentacion del evento trombético, la manifestacion clinica
donde se agruparon los tipos de trombosis segin su presentacion anatdmica, estos grupos
fueron definidos de la siguiente manera: 1. Trombosis venosa profunda (TVP), 2.
Trombosis cerebral y/o Accidente cerebrovascular (ACV), 3. Tromboembolismo pulmonar
(TEP), 4. Trombosis arterial, 5. Trombosis en estudio, 6. Trombosis de vena porta, 7.
Trombosis arterial y venosa (diferentes eventos tromboticos que incluian afeccion arterial y
venoso). También se incluyeron datos como antecedentes familiares y resultados de

paraclinicos que el paciente informaba en el momento de llenar la encuesta, entre estos se



incluyeron: niveles de proteina C, resistencia a proteina C, niveles de proteina S, niveles de

antigeno libre de proteina S, homocisteina, antitrombina y agregometria plaquetaria.

Anélisis de datos:

Luego de realizar la extraccion automatizada y finalizar la PCR en tiempo real, las curvas
de amplificacion se analizaron y los resultados se exportaron al software Seegene Viewer
V2.0, también patentado por la casa comercial Seegene. Este sistema se encarga de analizar
de forma répida los resultados de cada paciente y entrega un reporte con interfaz grafica
donde analiza e interpreta que mutaciones se detectan y su expresion genotipica
(homocigota o heterocigota).

Anélisis estadistico:

La informacién fue descargada y analizada en el programa estadistico en SPSS version
25.0. Para la descripcion de las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes del
estudio se utilizd el calculo de frecuencias absolutas y relativas para las variables
cualitativas y para las variables cuantitativas se usaron medidas de resumen (posicion,
dispersion y tendencia central). Para determinar la frecuencia de las 6 mutaciones
estudiadas, se calcularon frecuencias absolutas y relativas. Para comparar las mutaciones
presentes de los factores Il y V de la coagulacion y en la enzima MTHFR (variables
cualitativas) con los hallazgos clinicos de cada individuo estudiado se hizo igualmente a

través de frecuencias absolutas y relativas.

Consideraciones Bioéticas:

Este estudio fue sometido al comité de ética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Antioquia quienes aprobaron la realizacion de esta investigacion.

Se disefio un consentimiento informado escrito que fue leido y explicado por personal de la
investigacion a los individuos que cumplieran con los requisitos necesarios para hacer parte
del proyecto. Dentro de la intervencion con el paciente se le explico en qué consistia el
estudio y cudl era la importancia de su participacion, los beneficios y riesgos individuales,

la confidencialidad de la informacion y la voluntariedad de su participacion.



Se respetaron las recomendaciones para investigacion biomédica de la declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial de 1964 y las normas cientifico técnicas y
administrativas para la investigacion en salud, Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud, relacionado con los aspectos éticos de la investigacion en humanos. Con base en
el articulo 11 de dicha resolucidn, se determin6 que este estudio es una investigacion de

minimo riesgo (anexo 2)

Resultados:

Se incluyeron 72 pacientes con un promedio de edad 41,7£12,3 afios, con un minimo de 15
afios y un maximo de 94, la mayoria de los individuos estudiados fueron mujeres (76,4%).
La edad de manifestacion de los sintomas fue de 37,6+9,4 afios con un minimo de 8 y
méaximo de 50 afios, la patologia predominante fue la trombosis venosa profunda (36,1%),
seguida del accidente cerebrovascular (23,6%). De los pacientes estudiados, mas del 50%
conocian antecedentes en su familia de eventos trombdticos con presentacion inexplicada,

sin asociacion a infecciones, cancer o cirugias ortopedicas (tabla 2)

Tabla 2. Descripcidn de las caracteristicas de la poblacion

‘ n ‘ %
Sexo
Masculino 17 23,6
Femenino 55 76,4
Patologia
TVP 26 36,1
ACV 17 23,6
TEP 12 16,7
Trombosis arterial 7 9,7
Trombosis en estudio 5 6,9
Trombosis de vena porta 3 4,2
Trombosis arterial y venosa 2 2,8
Antecedentes familiares
Si 30 53,6
No 26 46,4

TVP: trombosis venosa profunda, ACV; accidente cerebrovascular, TEP:
tromboembolismo pulmonar.



De los 72 individuos estudiados, el 90% presentan al menos una mutacion, el 23.6% tienen
2 mutaciones y el 4% poseen 3 mutaciones (tabla 3). Solo 7 individuos, que representan el
5% de la poblacion estudiada, tuvieron deteccion silvestre del gen, estos pacientes
manifiestan el evento trombdético con diagndsticos como accidente cerebrovascular
cerebeloso en un individuo diagnosticado por resonancia magnética, trombosis venosa
profunda en miembros inferiores en 5 individuos, y una mujer que desde los 8 afios de edad
ha presentado eventos tromboticos asociados a insuficiencia mitral severa con correccion
quirdrgica en la infancia de canal auriculoventricular, y con valvula mecanica mitral a los
20 afos de edad (figura 1)

Tabla 3. Frecuencia de mutaciones en los genes estudiados

n %
C677C 23 31,9
Ce77T 49 68,1
MTHFR A1298A 51 70,8
A1298C 21 29,2
H1299H 56 77,8
H1299R 16 22,2
Factor V R506R 70 97,2
R506Q 2 2,8
Presencia de mutacion Si 65 0.3
No 7 9,7

Ninguno 7 9,7
Ndmero de genes 1 45 62,5
mutados 2 17 23,6

3 3 4,2
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Figura 1. Curva de fusion de una paciente con insuficiencia mitral severa, con primer evento trombotico a
los 8 afios de edad. Presenta genes silvestres de MTHFR, factor V y |1 de la coagulacion.

La mutacién C677T de la enzima MTHFR fue la mas frecuente, se encontré en el 68,1% de
los individuos y el 19,4% se encontr6 de manera homocigota (figuras 2 y 3). Dicha
mutacion se detectd en las diferentes manifestaciones tromboticas incluidas en este estudio,
con una presentacion en el 100% de los pacientes con trombosis de vena porta (tabla 4).

Solo 21 (43%) individuos conocian antecedentes familiares asociados a eventos
trombdticos como TVP, ACV y TEP, 21 (43%) declaraban ser los primeros en su familia
en expresar la enfermedad, y 7 (14%) desconocian si en su familia se habia presentado

cualquier forma de manifestacion trombotica.

Tabla 4. Distribucion de las mutaciones en la enzima MTHFR asociadas con el evento

trombotico
Ce677T A1298C
C677C Ce677T Al1298A A1298C
n % n % n % n %
Patologia
TVP 8 30,8 18 69,2 19 73.1 7 269
ACV 8 47,1 9 529 13 76.5 4 235
TEP 3 25,0 9 75,0 8 66.7 4 333
Trombosis arterial 2 28,6 5 71,4 4 57,1 3 429
Trombosis en estudio 1 20,0 4 80,0 3 60,0 2 40,0
Trombosis de vena porta 0 0,0 3 100 3 1000 O 0,0
Trombosis arterial y venosa 1 50,0 1 50,0 1 50,0 1 500




De los 49 individuos con dicha mutacion, 23 tenian reportado en su historia clinica los
niveles de homocisteina, solo uno presentaba hiperhomocisteinemia, el resto tenian niveles
normales de este compuesto. 33 con reportes de curva de agregabilidad plaquetaria, de los
cuales 11 presentaban hiperagregabilidad con ADP y epinefrina, 13 solo con epinefrinay 9

con reporte normal (tabla 5).
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Figura 2. Curva de fusion que muestra la mutacion C677T con herencia heterocigota, en un hombre de 26
afios de edad con episodio de trombosis venosa profunda, sin antecedentes familiares conocidos. Niveles de
homocisteina normales y curva de agregacion plaquetaria que muestra hiperagregabilidad con Epinefrina.
Actualmente en tratamiento con Rivaroxaban.
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Figura 3. Curva de fusion de una mujer con la mutacién C677T con herencia homocigota con diagnéstico
de trombosis de vena porta a los 44 afios de edad, conoce antecedentes en su familia de trombosis en
miembros inferiores en abuelo paterno. En el momento del evento trombdético tomaba anticonceptivos orales.
En su historia clinica reporta niveles de proteina C, S y antitrombina normales, igual que los niveles de
homocisteina en suero e hiperagregabilidad plaquetaria con epinefrina en todas las concentraciones.
Actualmente tratada con ASA de 70 mg.

La mutacion en el gen A1298C fue la segunda en frecuencia con el 29,2%; sin embargo,

solo se encontro un paciente (1,4%) homocigoto con diagnostico de ACV, puesto que la



mayoria fueron heterocigotos (figuras 4 y 5). De los 21 pacientes con dicha mutacion, 17
(81%) tenian reporte en su historia clinica de curva de agregabilidad plaquetaria, 6 de ellos
presentaban hiperagregabilidad con epinefrina en todas las concentraciones, 7 con
hiperagregabilidad plaquetaria con ADP y epinefrina en todas las concentraciones, y 4 con
resultado normal. 11 de estos individuos presentaban niveles normales de homocisteina
(tabla 5). Solo el 28% de los pacientes conocian eventos trombdticos en su familia, 42%
aseguraban que no habia antecedentes de trombosis, y el 30% no conocian manifestaciones

de enfermedad trombotica en el resto de integrantes de su familia.

Tabla 5. Relacion de las mutaciones de MTHFR con los niveles de homocisteina y los
resultados de la curva de agregacion plaquetaria.

Ce77T A1298C
n % n %
Homocisteina
Normal 20 87 10 90,9
Aumentado 1 4,3 0 0
Disminuido 2 8,7 1 9,1
Agregometria
ADP 0 0 0 0
EPI 13 39,4 6 35,3
ADP y EPI 11 33,3 7 41,2
Negativo 9 27,3 4 23,5

Intervalos bioldgicos de referencia Homocisteina en mujeres: 4.44-13.56 umol/L
Intervalos biol6gicos de referencia Homocisteina en Hombres: 5.46-16.20 umol/L
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Figura 4. Curva de fusion de mutacién A1298C herencia heterocigota de una mujer de 41 afios de edad
con trombosis venosa profunda, no conoce antecedentes familiares asociados a eventos trombdticos. Con
niveles de homocisteina normales.
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Figura 5. Curva de Fusion de mutacion A1298C herencia homocigota de una mujer que, a sus 45 afios de
edad, present6 trombosis a nivel cerebral, que desencadend accidente cerebrovascular. Es una paciente con
obesidad, como factor de riesgo adicional. Presenta hiperagregabilidad con epinefrina, se desconocen los
niveles de homocisteina.

De los 72 pacientes incluidos en este estudio, 10 (14%) presentaron las 2 mutaciones

simultaneamente de la MTHFR, con manifestaciones como TVP, TEP y trombosis arterial,

inclusive 2 mujeres, presentaron adicionalmente la mutacion H1299R, una de ellas de 50

afios con pronostico desfavorable por presentar tromboembolismo pulmonar, y la otra de 31

afios con trombosis venosa profunda en miembros inferiores (tabla 4).

La mutacion R506Q (factor V de Leiden) solo se encontrd en dos pacientes (2.8%) de
forma heterocigota. Uno de ellos es un hombre de 44 afios con diagndstico de trombosis
venosa profunda, que presenta 2 mutaciones mas, a pesar de que en su familia no se han

presentado otros casos de enfermedad tromboembolica, este individuo presenta una



severidad mayor, ya que la presencia de la mutacion H1299R en pacientes con factor V de
Leiden (figura 6), aumenta el riesgo para la expresion de la enfermedad (tabla 6). La
manifestacion clinica del segundo hombre que present6 la mutacion fue trombosis retiniana
a sus 32 afos de vida, ademas de la mutacion en el factor V, se detectd la mutacion en la
MTHFR A1298C de manera heterocigota, en su historia clinica se evidencia

adicionalmente, disminucion en los niveles de Antitrombina y de Proteina C.

Tabla 6. Distribucién de las mutaciones del gen del factor V incluidos en este estudio.

H1299H H1299R R506R R506Q
n % n % n % n %
Patologia

TVP 22 84,6 4 15,4 25 96,2 1 3,8
ACV 12 70,6 5 29,4 16 94,11 1 5.88

TEP 7 58,3 5 417 12 1000 O 0,0

Trombosis arterial 6 857 1 143 7 1000 o 00
Trombosis en estudio 4 80,0 1 20,0 5 100,0 0 0,0
Trombosis de vena porta 3 1000 O 0,0 3 1000 o0 00
Trombosis arterial y venosa 2 10,0 0 0,0 2 1000 o0 00

750 1

500 7

-d(RFU)/dT

Temp = 78, -d(RFU)/dT = 504.326

250 1

55 60 65 70 75 80 8
Temp
Figura 6. Curva de fusién de hombre de 44 afios, con 3 mutaciones simultaneas, quien presenta episodio de
trombosis venosa profunda, actual tratamiento con aspirina 70 mg. Sin antecedentes familiares de eventos
trombdticos. Curva de agregacion plaquetaria normal. Presenta 3 mutaciones asociadas a trombofilias, dos
en el factor V y una en MTHFR, con herencia heterocigota.

La mutacion H1299R en el gen del factor V, se encontr6 en 16 individuos (22.2%),
hallazgo muy importante ya que, en nuestra poblacién colombiana, no ha sido reportado
(tabla 3). 10 individuos presentaban concomitancia con otras mutaciones, como R506Q,

A1298C ylo C677T. Del total de la poblacion con dicha mutacién, solo un individuo



presentd homocigosidad, adicionalmente con deteccion de la mutacion A1298C y su

manifestacion trombdtica fue TVP (figuras 7 y 8).
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Figura 7. Curva de fusion que demuestra la presencia de las mutaciones H1299R y C677T herencia
heterocigota, en un joven que, a sus 24 afios de edad, presentd trombosis de vena subclavia axilar, con
prondstico desfavorable, quien continGa en tratamiento con Warfarina después de 2 afios del episodio
trombdtico. En su historia clinica se evidenciaban niveles de proteina C y proteina S normales y curva de
agregacion plaquetaria normal.
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Figura 8. Curva de fusion de una mujer de 45 afios con la mutacion H1299R herencia homocigota,
presenta diagndstico de trombosis venosa profunda de miembros inferiores, con disminucion en los niveles
de proteina C y S, adicional a esto presenta la mutacion 1298C (dato no mostrado) pero con herencia
heterocigota. El prondstico de la paciente es desfavorable.

La distribucién de esta mutacion se encontré en las diferentes manifestaciones clinicas
como TVP, TEP, ACV, inclusive en un individuo que presentaba adicionalmente la
mutacion C677T, sufrié Infarto agudo de miocardio posterior a trombosis arterial. Solo 5
individuos conocian antecedentes familiares asociados a eventos tromboticos.

En la historia clinica de los pacientes con la mutacion H1299R, solo 2 tenian reportes de
resistencia a proteina C, los cuales estaban normales, 2 presentaban disminucion en la

actividad de la proteina C y 3 con disminucién en los niveles de proteina S total.



De las 6 mutaciones, incluidas en este estudio, Y1702C en el factor V y G20210A en el

factor 11 no se detectaron en ninguno de los individuos de esta investigacion. (tabla 3).

Discusion:

La teoria de trombofilia ha evolucionado con el desarrollo de investigaciones que
demuestran la asociacion entre las manifestaciones trombdticas y las mutaciones en el
sistema anticoagulante natural, en los factores de la coagulacion e inclusive en la enzima
MTHFR (53, 54, 55). En la actualidad la enfermedad tromboembdlica se considera
multifactorial, donde participan factores hereditarios y ambientales y que no
necesariamente las causas genéticas siguen una herencia mendeliana simple, ya que la suma
de multiples mutaciones en distintos genes y el grado de penetrancia, pueden determinar en
cada individuo el grado de susceptibilidad a desarrollar trombosis (56).

Lo anterior se correlaciona con en el presente estudio, donde se evidencio que 17 (23.6%)
individuos portaban 2 mutaciones y 3 (4%) presentaban 3 mutaciones asociadas a
trombofilias, estos individuos presentaban manifestaciones mas severas. Una de las mujeres
que presentdé 3 mutaciones sufrié tromboembolismo pulmonar, con deteccion de las dos
mutaciones en MTHFR (C677T y A1298C) y con una mutacion en el factor V (H1299R), 3
familiares de esta paciente también participaron de este estudio, su hermano quien presento
solo dos mutaciones C677T y H1299R al igual que su sobrina, y su padre quien desde
temprana edad ha sufrido de varios episodios trombdticos severos hasta llevar a la
amputacion de los dos miembros inferiores, él relata que dos de sus hermanos también
sufrieron de trombosis venosa profunda y consecuentemente sus extremidades inferiores
también fueron amputadas, extrafiamente este individuo solo presentd la mutacion C677T,
esto sugiere, que posiblemente hay un patrén genético adicional que acompafia esta familia
en el sistema de la coagulacion no estudiado en esta investigacion. Y Como se menciono
anteriormente existen otros factores adicionales que pueden estar involucrados en el
desarrollo trombotico, que pueden acompafiar a los pacientes con manifestaciones tan
severas como las presentadas en esta familia, inclusive que pueden participar como un
segundo golpe para la generacién de trombos, dentro de estos se incluyen factores
ambientales que alteran la calidad de vida, como fumar, consumir alcohol, obesidad, el

sedentarismo, inclusive stress psico-social en paises desarrollados. Todas estas condiciones



que afectan la hemostasia se asocian con inflamacién endotelial, hipercoagulabilidad,
hipofibrindlisis y aumento en la reactividad plaquetaria y que si van acompafados de una o
mas mutaciones asociadas a trombofilia pueden llevar al desarrollo de cualquier evento
trombotico (57).

Giuseppe Lippi en un articulo publicado en 2018, evidencié que la distincion de la
trombosis venosa y arterial es un teoria cuestionable, es claro que la agregacion plaquetaria
es mayor en lugares de fuerte turbulencia promoviendo la generacion de trombos blancos a
nivel arterial y que a nivel venoso los trombos retienen eritrocitos y forman el trombo rojo,
pero a pesar de ello, los dos tipos de trombos estdn compuestos por fibrina, acompafiada de
células sanguineas incluyendo eritrocitos, plaquetas y leucocitos y la Unica variacion es la
cantidad de dichas células en los dos tipos de trombos y su generacion depende de factores
como condiciones geneticas, funcionalidad proteica y el medio ambiente. Lo anterior tiene
una implicacion importante en el diagnostico y en el tratamiento de los pacientes, por
ejemplo, un individuo con infarto agudo de miocardio puede tener trombos intracoronarios
tanto blancos como rojos. Por otro lado, las plaquetas también son componentes
importantes en los trombos venosos, por tal motivo el tratamiento en trombosis venosa
debe incluir como complemento el uso de antiagregantes como la aspirina (58).

Estas aseveraciones, se ven reflejadas en este estudio; ya que la fisiopatologia de las
mutaciones en el factor V, sugieren manifestaciones trombdticas venosas, pero de los 16
individuos con la mutacion H1299R, 6 presentaron trombosis arterial, de los cuales 5 (31%)
fueron diagnosticados con accidente cerebrovascular y 1 (6%) present6 infarto agudo de
miocardio. Y de los 2 individuos con la mutacion R506Q, 1 curs6 con accidente
cerebrovascular.

Asi mismo se evidencio con las mutaciones en la enzima MTHFR, las cuales han mostrado
su patogenia a nivel arterial, sin embargo, de los 49 pacientes con la mutacién C677T 27
(55%) han sufrido eventos tromboticos a nivel venoso, manifestdndose tromboembolismo
pulmonar, trombosis venosa profunda y trombosis de vena porta.

De estos individuos solo 1 tenia reporte en su historia clinica de aumento de homocisteina,
a pesar de ser un dato no estadisticamente significativo dado el nimero bajo de individuos

con este dato, se relaciona con investigaciones donde no encuentran relacion entre los



niveles de homocisteina y las mutaciones en la enzima MTHFR en pacientes con

sintomatologia trombotica (42, 43).

La mutacion H1299R, se detectd en el 22% de la poblacion estudiada, informacién muy
valiosa para el conocimiento de la distribucion genotipica asociada a trombofilia en
Colombia, ya que no existen mas investigaciones que evallen la frecuencia de dicha
variante del factor V en este pais. En Italia (59) y en el medio oriente, en paises como Iran
(60) y Libano (61), se ha evaluado la asociacion de H1299R con eventos tromboticos ya
que su patogenia esta relacionada con resistencia a la proteina C de forma moderada y se
conoce como un factor de riesgo de trombosis por si sola o en asociacion con el factor V de
Leiden. Ademas, en paises desarrollados como Estados Unidos se incluye la deteccion de
esta mutacion en el diagnostico de todo paciente que padece trombosis venosa profunda. En
nuestro pais, no se realiza como prueba de rutina en el diagndstico de pacientes con eventos
trombdticos, esto puede deberse a que no hay estudios que apoyen su existencia en la
poblacion general, enferma o con antecedentes familiares de dicha trombofilia.

De los individuos estudiados con la mutacion H1299R, 2 tenian reporte normal de
resistencia a la proteina C, pero no hay reporte de este dato en los deméas pacientes con
dicha mutacion, por tal motivo, el desconocimiento de esta informacion no permite realizar

asociacion entre estas dos variables.

En la poblacién estudiada, no se detecté la mutacién G20210A en el factor Il de la
coagulacion, a pesar de ello, investigaciones realizadas por algunos autores como Torres y
colaboradores en 2006 (62) y Baena y colaboradores en 2018 (63) han reportado dicha
variacion genética en el 4% de pacientes con padecimientos trombdticos en la poblacion
colombiana. Este resultado puede estar influenciado por condiciones como la gran
heterogeneidad étnica que lleva a la variacion de mutaciones asociadas a trombofilias en las
diferentes regiones de Colombia. Ademas, con el fin de poder visualizar la frecuencia de
esta mutacion se sugiere realizar estudios a gran escala que incluya un n muestral mayor de
100.



La deteccion de los polimorfismos presentes en los eventos tromboembolicos en pacientes
menores de 50 afios, cada vez tiene mayor importancia en el diagnostico y
consecuentemente en el tratamiento de la enfermedad, el uso de herramientas moleculares
como la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, confiere gran ventaja sobre las
pruebas rutinarias donde se busca niveles presentes en plasma de los factores de la
coagulacion, estas pruebas pueden alterarse con el consumo de medicamentos, con el
ayuno, con el ejercicio y solo se realizan en pacientes enfermos. Por el contrario, con la
demostracion de las variantes genéticas en individuos con historia familiar trombdtica, se
puede tener informacion acerca de la predisposicion al desarrollo de cualquier estado de
hipercoagulabilidad, de esta manera el clinico puede intervenir y aplicar medicina
preventiva para buscar reducir la expresion fenotipica de las trombofilias heredadas (64).

A pesar de ello, en Colombia para el diagnostico de trombofilia no se incluye la totalidad
de las mutaciones estudiadas en esta investigacion, en el sistema de salud y en el Plan de
Beneficios en Salud con cargo a la Unidad de Pago por Capitacién (PBSUPC) hacen parte
las pruebas moleculares para la deteccion de las mutaciones en la enzima MTHFR, C677T
y A1298C, el factor V de Leiden R506Q y la mutacion G20210A en el factor II, no
obstante, como se menciond anteriormente, el estudio de la mutacion H1299R vy de
Y1702C se excluyen, por tanto se corre el riesgo de diagndsticos errados o incompletos que
consecuentemente pueden afectar el pronostico y la evolucion de los pacientes con

trombosis tanto venosa como arterial.

En conclusion, se requieren mas estudios en Colombia que demuestren la distribucion
genotipica de la mutacion H1299R y su comportamiento y relacion con las demas
mutaciones asociadas a trombofilia y de esta manera incluirla dentro del panel realizado a
los pacientes con eventos tromboticos para su diagndstico y mejor seguimiento de su
enfermedad. Anyplex Il Thrombosis SNP Panel Assay®, es una técnica molecular con una
alta especificidad y sensibilidad que se convierte en una herramienta segura y con alta
reproducibilidad para el uso en el diagnéstico de trombofilias ya que incluye el analisis y

deteccidn de las 6 mutaciones estudiadas en esta investigacion.
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Anexo 1

Formato de recoleccion de datos

dinamica
Analisis de las mutaciones en los factores Ily Vde| ™
) la coagulacion y en la metiltetrahidrofolato
3?5‘&%‘?8‘(‘{;‘}2 reductasa en pacientes con trombofilia atendidos
o en Dinamica IPS en Medellin entre 2017-2018
Institucion: Numero historia Clinica:
Nombre completo del paciente:
Documento de identidad: Edad: Sexo. F M___
Teléfono: Direccién:
Departamento: Ciudad:
Ocupacion: Raza:
Ha presentado alguna alteracion en la coagulacion:
Cuadl es el diagndstico de su enfermedad :
Se encuentra en tratamiento actualmente: SI__ Cual:
NO__
Ha recibido tratamientos anteriores: SI_ Cual:
NO_
Ha sido sometido a algun tipo de cirugia NO: Sl: Cual:
Ha estado hospitalizado Sl No Por qué?

¢ Alguien en su familia presenta o ha presentado algln trastorno en la coagulacion?
Sl NO QUIEN Sintomas:

Diagnéstico:

Resultados de otros estudios:

Observaciones:




Anexo 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
Escuela de Microbiologia
Grupo Hematopatologia molecular
Informe de Consentimiento informado

Anélisis de mutaciones en los factores Il y V de la coagulacion y en la
metiltetrahidrofolato reductasa en pacientes con trombofilia atendidos en Dinamica
IPS en Medellin entre 2017-2018

Sitio donde se realizara el estudio: Dindmica IPS Medellin
Entidad que respalda la investigacion: Universidad de Antioquia, Grupo de
Hematopatologia molecular. Dindmica IPS

Entidad que patrocina la Investigacion: Dinamica IPS, Casa comercial ANNAR

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion clinica. Antes de
decidir si participa o0 no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado, y busca darle a entender las
caracteristicas del estudio. Dicho consentimiento informado esta basado en la siguiente
normativa internacional: Pautas éticas internacionales para la investigacion biomédica en
seres humanos, Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion y Experimentacion
Biomédica en Seres Humanos de la Organizacion Mundial de la Salud y Declaracion
Universal sobre Bioética y Derechos Humanos.

Si luego de leer este documento tiene alguna duda, siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude al buen entendimiento de la investigacion.
Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira
que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y

fechada.



Si el paciente decide participar, se le solicitard autorizacion para tomar datos clinicos

personales y de laboratorio a partir de la historia clinica.

Objetivo del estudio

Analizar las mutaciones en los factores 11 y V de la coagulacion y en la enzima
metiltetrahidrofolato reductasa en pacientes con trombofilia atendidos en Dindmica IPS en
Medellin entre 2017 — 2018.

Importancia del estudio:

El conocimiento de las causas hereditarias de las trombofilias cada vez tiene mayor
importancia en el diagndstico, en el tratamiento de la enfermedad y a su vez en la severidad
de esta. El uso de herramientas moleculares confiere gran ventaja sobre las pruebas
rutinarias. Por tanto, se espera desarrollar esta investigacion que incluira el andlisis de todas
las mutaciones en los factores Il y V de la coagulaciéon y en la enzima MTHFR y asi
obtener datos que puedan tener mayor impacto clinico, en el seguimiento y tratamiento de

los pacientes con enfermedades en la coagulacion.

Riesgos y beneficios:

Los riesgos para la realizacion de la investigacion son minimos debido que se tomara una
muestra de sangre en tubo tapa EDTA en Dindmica IPS

Su participacion en la investigacion no le generara gastos adicionales y su manejo dentro de
su Institucion clinica seguird el protocolo normal. Los participantes no recibirdn ningdn
beneficio econdémico por participar en este estudio, el cual adolece de cualquier interés
econdémico por parte de nuestra institucion, fuera de darle desarrollo a la investigacion

basica.

Derechos

Los registros que lo puedan identificar serdn mantenidos confidencialmente hasta donde
permitan las leyes colombianas y las normas de Buenas Précticas Clinicas en investigacion.
Estos registros pueden ser examinados por monitores, auditores y/o autoridades de salud o

reguladoras. Su nombre no aparecera en ningun reporte de este estudio.



La participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. El paciente puede
elegir si desea participar 0 no en el estudio, en caso de aceptar puede retirarse en cualquier
momento del estudio sin recibir ninguna represalia por parte del grupo de investigadores de
La Universidad de Antioquia.

Su participacion en el proceso de seleccion le da derecho a conocer los resultados derivados
del estudio, a poseer una copia del presente documento y a que se le respondan
satisfactoriamente todas las preguntas que surjan en el transcurso del mismao.

Frente a cualquier inquietud adicional sobre el estudio, el sujeto de estudio podra contactar
a la investigadora principal Carolina Jaramillo Jaramillo en la direccion electronica:
carolina.jaramillo@udea.edu.co.

Con su firma certifica que ha leido o le han leido el presente formato de consentimiento
informado, que le han sido resueltas sus preguntas a satisfaccion y que acepta de manera

voluntaria participar en el presente estudio.

Procedimiento del estudio
1. Los participantes seran previamente seleccionados segun los criterios de inclusion y

de exclusion.
2. Se tomaran una muestra de sangre en un tubo tapa EDTA

3. Finalizacién del proceso: las muestras obtenidas se utilizaran para la determinacion

mutaciones en los factores 11, V y en la enzima metiltetrahidrofolato reductasa.

Confidencialidad del participante.

Las Unicas personas que sabran que usted particip6 en el estudio somos los miembros del
equipo de investigacion. Nosotros no divulgaremos ninguna informacién sobre usted, o
proporcionada por usted durante la investigacion. Tanto las encuestas como las muestras
sanguineas estaran marcadas con codigos de barras.

Cuando los resultados de la investigacion se publiquen o se discutan en conferencias, no se

incluird informacién que pueda revelar su identidad.



Aclaraciones finales

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,

pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual serd respetada en su

integridad.
No tendré que hacer gasto alguno durante el estudio.
No recibird pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podré solicitar informacién actualizada sobre el

mismo, al investigador responsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
donante, serd& mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de

investigadores.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este

documento.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido y escuchado satisfactoriamente las explicaciones sobre este estudio y he tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Estoy enterado(a) de las incomodidades riesgos y
beneficios potenciales de participar en este estudio y sé que puedo retirarme de él en
cualquier momento. Autorizo el uso de los registros méedicos y de la muestra de laboratorio
para los propdsitos de esta investigacion.

Al firmar este documento de consentimiento, no estoy renunciado a ninguno de los

derechos legales que yo tendria de otra manera como sujeto en un estudio de investigacion.

Yo estoy de acuerdo en participar en este estudio.

Nombre:

Firma:

Fecha:

Nombre Testigo imparcial:

Firma Testigo imparcial:

Direccion:

Grado de Parentesco con el voluntario:

Nombre Testigo imparcial:

Firma Testigo imparcial:

Fecha:

Direccion:

Grado de Parentesco con el voluntario:




Persona que conduce el consentimiento
A lo mejor de mi conocimiento, el participante entiende los procedimientos, riesgos y
beneficios implicados en participar en este estudio.

Nombre del investigador:

Firma del investigador:

Fecha




