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D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.1.1 Estado actual de conocimientos de fisiologia de hemostasia

neonatal

1.1.1.1 Concepto y fisiologia

La hemostasia es un proceso encaminado a mantener la integridad del
arbol vascular o hacer que cese el flujo sanguineo a través de un vaso
lesionado. Para garantizar una hemostasia eficaz la respuesta debe ser
rapida y adecuada. Una vez iniciada la coagulacion, los anticoagulantes
han de limitar el proceso al lugar de la lesién. A continuacion, el trombo
debe disolverse fisiologicamente para restablecer la permeabilidad del vaso

mediante la fibrinolisis.

Entender el desarrollo de la hemostasia en sentido amplio optimiza la
prevencion, diagndéstico y tratamiento de problemas hemostéaticos durante
la infancia y proporciona una nueva comprension de la fisiopatologia de

las complicaciones hemorragicas y tromboticas para todas las edades.

El conocimiento del normal desarrollo pre y postnatal del sistema de
coagulacion es esencial para una adecuada interpretacion de los test de
laboratorio que se realizan durante la infancia, con objeto de investigar

los trastornos hemorragicos y tromboéticos en nifios y heonatos.

1.1.1.2 Caracteristicas especificas del recién nac ido (Tabla 1.1)

La hemostasia neonatal posee caracteristicas propias cuando se compara
con la hemostasia de adultos. En general, los test de cribado estan
prolongados al nacimiento, los niveles de factores de coagulacion estan
disminuidos y ambos dependen tanto de la edad posthatal como de la

edad gestacional del recién nacido (1-6).
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Los valores normales de plaquetas (150000 por microlitro, uL ) se
alcanzan a las 15 semanas de gestacion y no varian en la infancia y vida
adulta (7). La funcién plaquetaria esta menos definida.

La plagueta de la sangre producida por la médula 6sea y con una vida
media de 9 dias interactia con el endotelio vascular lesionado,
produciéndose activaciéon, adherencia y agregacion plaquetaria que forma
un tapon hemostatico primario sobre el cual se depositara posteriormente
fibrina para formar el tapdn de fibrina estable. Para que ocurra adherencia
plaquetaria se requiere del factor de Von Willebrand (VWF) molécula
asociada al factor VIII que actia como un puente entre la superficie
subendotelial 'y la glicoproteina Ib de la superficie plaquetaria. Las
plaquetas liberan su contenido, fundamentalmente ADP y tromboxano A2
(vasoconstrictor y agregante plaquetario). Para que ocurra agregacion
plaguetaria el fibrinbgeno plasméatico se une a los receptores
glicoproteicos lIb/llla de las plaquetas y sirve como un puente entre las

plaquetas (Figura 1.1).

Complejo
GplIb - ITla

Endotelio

Subendotelio

Figura 1.1 Adhesion de las plaquetas al subendotelio mediada por el vVWF unido a la
glicoproteina plaquetaria Ib. Agregacion de plaquetas mediada por el fibrindgeno
plasmatico y los receptores Gpllb-llla de las plaquetas. Tomado de Lopez A.M. y Perez

A. (8).
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Estudios in vitro de agregacion plaquetaria en neonatos revelan una

respuesta disminuida a agonistas como ADP, colageno y trombina (9-12).

El tiempo de sangria, reflejo de la interaccién plaquetaria con la pared
vascular es mas corto que en el adulto normal (3;10;13). Andrew sugiere
gue este acortamiento es debido a un aumento del VWF, a la presencia de
grandes multimeros VWF y a un aumento del hematocrito y tamafio de
glébulos rojos (14). Sin embargo, el significado clinico de estos hallazgos

es incierto.

La sintesis del VWF se detecta a las 4 semanas de edad gestacional en
las células endoteliales placentarias y a las 4-8 semanas de gestacion en
médula 6sea fetal (5;15). Al contrario que otros factores de coagulaciéon
sus niveles se encuentran elevados respecto a los niveles de adultos y
alcanzan el rango de adulto entre los 3-6 meses de edad postnatal (1;3).

La presencia de grandes multimeros de VWF en plasma fetal puede
deberse a una disminuciéon de su fragmentacion desde las células
endoteliales, accion que realiza la metalloproteinasa (ADAMTS-13) (16) y
gue contribuiria, ademas de al acortamiento del tiempo de sangria, al
aumento de la susceptibilidad a la trombosis arterial encontrada en
neonatos (5;17). Estos multimeros ultralargos (ULVWF), mas abundantes
y especificos del plasma fetal y cordén umbilical de recién nacidos (no se
encuentran en plasma materno), son 10-20 veces mas activos, para
inducir agregacion plaquetaria y unirse con mayor avidez a la matriz
extracelular de fibroblastos, que las formas multiméricas del plasma
normal (18;19). En niflos mayores y adultos su presencia es marcador de
purpura trombética trombopénica y enfermedad microangiopatica debida a
la deficiencia congénita o adquirida de la metalloproteinasa (ADAMTS-13).
Sus niveles disminuyen progresivamente alcanzando el rango normal a
las 8 semanas tras el nacimiento (20), y su presencia durante la vida fetal
y neonatal se considera fisiolégica para equilibrar los bajos niveles de

otros factores de coagulacion (21).



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

Aun asi, y pese a las diferencias funcionales respecto al adulto, el recién
nacido sano a término muestra una adecuada funcion plaquetaria y la
existencia de contusiones, petequias o sangrado como resultado del

trabajo de parto son raras (5).

La activacion del endotelio vascular lesionado ademas de contribuir a la
formacion del trombo plaquetario, permite la activacion de la coagulacion
gue resulta en la formacion del coagulo de fibrina sobre el trombo
plaquetario y/o la superficie endotelial.

Los estudios de Andrew y colaboradores (cols) en la década de los 80,
han puesto de manifiesto que la hemostasia humana es un proceso
dindmico, influenciado por la edad, con valores que cambian durante la
vida intrauterina pero sobretodo en las primeras semanas de vida, y que
han sido acufiados con el término de “developmental haemostasis”. La
gran mayoria de procoagulantes, anticoagulantes y proteinas implicadas
en la fibrinolisis son dependientes de la edad gestacional y sus niveles
difieren de los encontrados en niflos mayores y adultos. El sistema
hemostatico neonatal madura durante las primeras semanas y meses de
vida alcanzando valores de adulto a los 6 meses. Los recién nacidos
prematuros (RNPT) presentan un modelo de maduracién acelerada con
niveles de proteinas de coagulacion similares a los recién nacidos a

término (RNT) a los 6 meses (1-3).

Las proteinas que constituyen los factores de coagulacion no atraviesan la
barrera placentaria y son sintetizadas independientemente por el feto
(22;23). EI RNAm transcribe para los factores de coagulacion VII, VI, IX,
Xy fibrinbgeno y son detectables en los hepatocitos fetales a las 5
semanas de gestacion. A las 10 semanas de gestacion los niveles de
proteinas plasmaticas de la mayoria de factores son medibles, pero sus
niveles estan disminuidos, el rango varia desde el 10% de niveles
respecto al adulto para el factor 1X, al 30%-50% para la mayoria del resto
de factores (24).
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La regulacién de estos niveles de proteinas de coagulacion fetales ocurre
por mecanismos de trascripcion y traslacion. Manco-Jonhson encuentra
ademas que la relacion entre el nivel de factor en el hepatocito respecto
al plasma es mayor en fetos y recién nacidos en comparacion con
adultos, lo que sugeriria un retraso en la liberaciébn de estos factores
desde el hepatocito y contribuiria a explicar los niveles plasmaticos mas

bajos encontrados en ellos (5).

Tanto los valores de factores de contacto (FXI, FXII) como de los factores
vitamina K-dependientes (Fll, FVII, FIX, FX) son inversamente
proporcional a la edad gestacional (2;4;25) estan reducidos un 50% sobre
los valores del adulto, alcanzando rango de valores de adulto a los 6
meses.

Los factores FII, FVII, FIX, FX, proteina C, S y Z sufren una y-
carboxilaciéon de ciertos residuos de acido glutamico (agrupados en la
region denominada dominio “Gla”) dependientes de la vitamina K. Esta y-
carboxilacibn aumenta las interacciones fosfolipidicas dependientes del
calcio de los factores de coagulacion vy facilita la catalizacion de las

reacciones de la cascada de coagulacion.

Durante la gestacién se mantiene un gradiente de paso de vitamina K a
través de la placenta con niveles fetales de un 10% o menos de los
niveles maternos (5;26) y que aumenta en el tercer trimestre (27). Aun asi
los depdsitos de vitamina K en recién nacidos son bajos. La hipétesis que
se baraja es que como la vitamina K promueve la mutagenesis del DNA in
vivo, los bajos niveles fetales actuarian como mecanismo de prevencion
del dafio cromosomico durante la rapida proliferacion embrionaria.(28).
Ademas, resultado de la inmadurez hepatica hay una deficiente actividad
de la vitamina K reductasa, con ineficiente carboxilacion de factores (29).
Aun corrigiendo la posible deficiencia de vitamina K mediante
administracion de vitamina K profilactica a todos los RN, los niveles de
factores vitamina K dependientes se encuentran disminuidos respecto a

los niveles de adultos.



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

Niveles de actividad de FIX adulto no se alcanzan hasta los 9 meses de

vida, y Proteina C y protrombina hasta la pubertad.

Otros factores como FV, FVIII, FXIIl se encuentran en rango similar o
aumentado (1;2;6).

El factor tisular (TF) se expresa amplia y tempranamente en ceélulas
ectodérmicas y endodérmicas del feto y se le atribuye un papel importante
en la proliferacién, diferenciacion tisular, angiogénesis, asi como en la

coagulacion (30;31).

Los niveles bajos de factores de contacto explicarian el alargamiento del
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) observado en neonatos,
mientras que los bajos niveles de factores vitamina K-dependientes
explicarian la prolongacion ligera del tiempo de protrombina (PT) y la
prevalencia de enfermedad hemorragica en RN que no reciben vitamina K
al nacimiento. Estos cambios tienen como resultado una disminucion de la

generacion fisioldgica de trombina comparada con adultos (1;2;32).

También en ello coinciden los estudios recientes realizados por Muntean
W. y Monagle P. (6;33) quienes ademas presentan rangos de referencia
previamente no establecidos de Trombina Enddgena Potencial (ETP),
entendida como la capacidad del plasma de generar trombina,

encontrando valores del 50% del valor de adultos durante toda la infancia.

La actividad anticoagulante puede llevarse a cabo por tres mecanismos:

1. Fragmentacion de los FV y VIII por el sistema proteina C/proteina S; 2.
Inhibicién directa de la trombina por la antitrombina Il (ATIII), cofactor I
de la heparina y a2- macroglobulina y; 3. Inhibicion del FVila por el

inhibidor del factor tisular (TFPI)/ complejo FXa.

Como los procoagulantes, muchos de los anticoagulantes naturales, ATIII,

Prot. C, Prot S estan disminuidos al nacimiento (excepto la a2
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macroglobulina que esta aumentada) y sus valores alcanzan niveles de

adultos a partir de los 6 meses de vida (3;4;6).

La concentracion de Proteina C (Prot C) al nacimiento y durante los
primeros 6 meses de vida esta baja (1-3), no difiere funcionalmente de la
Prot C de adultos aunque tiene el doble de Prot C de cadena simple (34)
y exhibe una mayor glicosilacion (5). La proteina S (Prot S) fetal y
neonatal circula en su mayor parte en forma libre (forma activa) debido a
una disminucion del transportador C4b en esta época de la vida (35).
Alcanza valores de adulto a los 10 meses de edad postnatal (36). La Prot
C activada se une a la Prot S e inhibe al FVa, Vllla, siendo este un
importante fendbmeno anticoagulante. La Prot C es activada por el
complejo trombina- trombomodulina en la superficie endotelial y realiza
dos funciones: 1. Disminuye la generacion de trombina por inhibicién de
la conversion de FX a FXa y por tanto protombina a trombina. 2. Aumenta
la fibrinolisis por inhibicion del PAI-1 del plasminégeno y disminucion del

inhibidor de la fibrinolisis activada por la trombina.

La interaccion de la Prot S con la Prot C activada esta modulada por la
o2-macroglobulina. La a2- macroglobulina tiene accion procoagulante
suprimiendo la formacion del complejo Prot C activada/ Prot S. En el RN
encontramos niveles elevados que regularian la generacion e inhibicién
de trombina via regulacion del complejo Prot C activada/ Prot S (37). Por
otra parte, la a2- macroglobulina se describe como uno de los mas
importantes inhibidores de la trombina (accién anticoagulante) que
compensa en parte los bajos niveles de AT Ill y cofactor Il de la heparina,
a pesar de ello, la tasa de inhibicion de la trombina sigue siendo menor en

neonatos que en adultos (38).

Los niveles funcionales de Antitrombina Il (ATIII) estan disminuidos, con
contenido absoluto también menor respecto adulto (3;6;39). Estos niveles
reducidos de ATIII probablemente se explican por la relativa resistencia a
la heparina en este grupo de edad. Ademas los RN pretérmino con distrés
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respiratorio tienen niveles ain mas bajos, y una ATIII disfuncional. Niveles
bajos de AT lll se han relacionado con un aumento de trombosis asociada
a catéter, hemorragia intracraneal y una mayor mortalidad (40-43).
Segun los estudios de cohortes publicados alcanza valores de adulto a los
3 meses de edad postnatal (1;2;6).

También el cofactor Il de la heparina se encuentra disminuido (44) y se ha
descrito un dermatan sulfato anticoagulante fetal circulante mediado por el
cofactor Il de la heparina producido en la placenta de mujeres
embarazadas (45).

La trombomodulina, (receptor endotelial para la trombina) se une a la
trombina para hacerla antihemostatica. ElI exceso de trombina
intravascular se une a la trombomodulina y activan a la proteina C que
detiene la generacion de trombina. También inhibe la activacion del
fibrindbgeno, FV y plaquetas por la trombina y aumenta la inhibicion de la
trombina por la antitrombina (46). La unidon de la trombina a la
trombomodulina permite un cambio de conformacién de la molécula que
supone el paso de actividad procoagulante a anticoagulante.

En el RN, los niveles de trombomodulina estan aumentados, en funcion
de la edad gestacional, encontrandose niveles mas altos en recién
nacidos prematuros o con asfixia. Alcanza valores de adulto en la
adolescencia. Este modelo de maduracion fetal distinto al resto de
anticoagulantes (ATIII, Proteina C, Proteina S), es atribuido al papel que
la trombomodulina juega en la proliferacion y diferenciacién celular, y su
aumento es entendido como reflejo del dafio y activacion de células

endoteliales, o por un menor aclaramiento plasmatico (47-49).

El inhibidor del factor tisular (TFPI) se sintetiza y secreta por células
endoteliales y se expresa ampliamente en tejido fetal desde la semana 8
a la 24 de gestacion (50). Sus niveles constituyen el 50% de niveles de
adultos. Se une al complejo FVlla/ Factor tisular para inhibir al FVila y

evitar la posterior generacion de trombina por esta via. Los niveles mas

10
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bajos de este inhibidor, junto a los de ATIII también bajos, permiten una

suficiente generacion de trombina en neonatos (51).

Como consecuencia de estos dos hechos (disminucion en los niveles de
factores de coagulacion y de los niveles de anticoagulantes), la
generacion e inhibicion de trombina estan disminuidas. Y asi, esta
deficiencia relativa fisiologica de inhibicion de la trombina en el neonato
puede ser entendida para equilibrar la disminucién de generacion de
trombina, resultando en una adecuada hemostasia en el RN normal (33).
Figura 1.2 y Tabla 1.1

El fibrinbgeno se encuentra en rango normal de adulto. Andrew encuentra
niveles aumentados al 5° dia de vida como parte de la fisiologia | postnatal
(1). Sin embargo la estructura es diferente debido al aumento
posttraslacional en el contenido de fésforo y acido sialico, longitud mas
corta y fina de fibras y disminucion del residuo N-terminal de Alanina en la

cadena A -alfa.

El aumento del contenido de acido sialico del fibrinbgeno, aumenta la
repulsion intermolecular y se asocia con una disminuciéon de la tasa de
polimerizacién de fibrina. Es decir, una “disfibrinogenemia fisiol6gica”,
mientras que la eliminaciéon de residuos de &cido sidlico permitiria el
aumento de la polimerizacion, explicando asi las diferencias del tiempo
de protrombina (52). Los residuos de acido sialico del fibrinbgeno de baja
afinidad, son ocupados por calcio i6nico, y esta union (con desaparicion
de ac sialico) disminuye la repulsion intermolecular entre cadenas de

fibrindgeno facilitando la polimerizaciéon de fibrina (53).

Sin embargo, la contribucion de cada una de estas diferencias
moleculares en la alteracion de la funcién del fibrinbgeno fetal esta
debatida, si bien estas modificaciones afectan la conversion de
fibrinbgeno en coagulo de fibrina medida del tiempo de trombina, que se

muestra ligeramente prolongado al nacimiento (5;54;55).

11



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

1.1.2 Fibrinolisis neonatal.

1.1.2.1 Concepto y fisiologia.

La fibrinolisis es el proceso de digestién proteolitica de la fibrina formada
durante la coagulacion. Se caracteriza por la formacion de plasmina, a
partir de un precursor inactivo del plasma, el plasminogeno. El
plasmindgeno es una glucoproteina sintetizada en el higado, (83-93kD de
peso molecular y una vida media de dos dias), que se encuentra en forma
libre 20%, y el resto formando complejos con proteinas como fibrindbgeno y
fibrina a las que se une en un 15%. De esta forma la concentracion

relativa de plasmindgeno en el trombo es superior a la del plasma.

La activaciéon del plasmindgeno a plasmina se produce fundamentalmente
por el activador tisular del plasmindégeno (tPA) liberado por las células
endoteliales de la circulacion, y en menor medida por la urocinasa (UK)
secretada por células endoteliales y epiteliales que revisten los conductos
excretores del organismo (rifidn, placenta y macréfagos). Liberacion que
es estimulada por situaciones como el descenso de la presion parcial de
oxigeno en sangre o infecciones bacterianas, a través de la via

extrinseca, 0 a través de la via intrinseca por la calicreina.

La plasmina es una serinproteina (dos cadenas), que se produce a partir
del plasminégeno por una accion proteolitica limitada (ruptura del enlace
Argseo-Valse1) acompafada de cambios de conformacion de la molécula.
En la cadena ligera se sitda el lugar activo que contiene serina y la cadena
pesada contiene los “bucles” con los lugares que determinan la interaccion

con su principal inhibidor a2 antiplasmina.

La formacion de fibrina promueve la adsorcidon de plasmindégeno y de su
activador histico y, en consecuencia la formacion de plasmina, que asi
ligada al coagulo esta protegida de sus inhibidores. Por la gran afinidad
del activador histico por la fibrina, en su presencia la activacion del
plasmindégeno se acelera, lo que favorece la lisis local de la fibrina sin que

se produzca degradacion del fibrinbgeno y, en consecuencia una

12
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fibrinolisis generalizada. Esta también se evita porque cuando concluye la
degradacion de la fibrina, la plasmina circulante es neutralizada por la a2

antiplasmina.

La accion de la plasmina sobre la fibrina produce cuatro fragmentos: X, Y,
D, y E. Cuando la accién de la plasmina se efectia sobre la fibrina
estabilizada por el factor Xlll, se produce, ademas, un neoantigeno
conocido como dimero D compuesto por dos fragmentos D unidos

covalentemente, que es aclarado por el sistema reticuloendotelial.

Los productos de degradacion del fibrinbgeno pueden actuar como

inhibidores de la coagulacion.

La limitacion de la fibrinolisis al sitio de la injuria incluye por un lado la
gran eficacia del activador del plasminégeno para actuar dentro del
trombo, y por otro la presencia de inhibidores de tPA (PAI-1, relacionado
con células endoteliales, PAI-2 producido en trofoblasto placentario y
macrofagos) e inhibidores de la plasmina (02 antiplasmina y o2

macroglobulina) en la circulacion.

1.1.2.2 Caracteristicas especificas del recién nac  ido

Dentro del sistema fibrinolitico el plasmindgeno existe en “forma fetal” y
sus niveles asi como los de su activador tPA (activador tisular del
plasmindgeno) son bajos, resultando en un relativo estado hipofibrinolitico
(56-58).

El plasmindgeno fetal contiene mayor contenido de acido sialico y exhibe
una disminucién de la tasa y grado de activacion a plasmina (59;60).
Numerosos autores han descrito que el plasma neonatal contiene 50-75%
menos actividad y contenido del plasminégeno (1;57;60-63). Esta
hipoplasminogenemia puede ser debida a reduccién de la sintesis, no
activacion o consumo de la proteina (61).

Andrew M. y cols encuentran una respuesta disminuida de agentes
tromboliticos (SK, UK, tPA) en el trombo del RN respecto al del adulto,

13
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debido principalmente a disminucion del contenido del plasmindégeno
neonatal (50% menor que en el adulto). En menor medida puede también
deberse a una funcion anormal del mismo, a una mayor resistencia del
fibrinbgeno fetal a la plasmina, a un aumento de inhibidores de la
plasmina 6 de los inhibidores de activadores del plasmin6geno. Ademas
comprueban que el efecto trombolitico mejora si se aflade plasmindgeno
al plasma fetal (57). Este estudio de Andrew M. coincide con el de otros
autores que demuestran que una concentraciéon de plasminégeno baja

supone una deficiente respuesta fibrinolitica. (56;63)

Estellés A. y cols sugieren la posibilidad de un plasminégeno
funcionalmente anomalo debido a alteraciones cualitativas, a una
disminucion de los residuos aminoacidos, asi como diferentes
aminoacidos N-terminal. Demuestran también una disminucién de la
incorporacion de disopropilfosforofluoridato en la cadena ligera de la
plasmina indicando que la hipofuncién de la plasmina neonatal parece

estar situada en el sitio activo de la molécula (59;64).

Otros como Corrigan J. y cols en un estudio con 32 RNT sanos
encuentran una disminuida generacion de plasmina dependiente de una
concentracion baja de plasminégeno mas que de un plasmindgeno

neonatal disfuncional (60).

Al Hilali M. refiere que la cinética de activaciéon del plasminégeno no es
diferente en neonatos y adultos a pesar de los niveles mas bajos de
plasmindégeno neonatal (65).

Los niveles y actividad del tPA se han encontrado normales, ligeramente

bajos o incluso aumentados (3;60;66).

Estudios de Astedt B. encuentran concentraciones de tPA, vy de
inhibidores del activador del plasmindgeno 1 y 2, (PAI-1 y PAI-2)
mayores en RNT respecto a RNPT y adultos, reflejo de la activacion del

14
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sistema fibrinolitico y de la maduracion progresiva de la sintesis proteica
(67).

Otros estudios (68;69) encuentran niveles de tPA similares en RNT y
adultos, pero que aumentan en RN con patologia (como los afectos de
cardiopatias congénitas, sindrome de distres respiratorio 6 sepsis) por la
mayor activacion del sistema fibrinolitico en estos, discrepancia que
Astedt B. atribuye a las diferencias en la técnica de recogida de muestra.
Ellos recogen la muestra de sangre de corddn umbilical cuando la
comunicacion feto-placentaria ain esta preservada antes de clampar, y el
trabajo de parto es normal e igual en todos los recién nacidos, en cambio,
Corrigan J. y Mautone A. recogen la muestra en los primeros dias de vida
0 de corddén umbilical en el momento del parto. Aun asi y a pesar de
encontrarse activado el sistema fibrinolitico en los neonatos con patologia,
debido a que la actividad del PAI no disminuye, la actividad fibrinolitica
es suboptima y ello justifica la enfermedad trombética que pueden

desarrollar.

Ries M. y cols estudian la cinética in vitro de la fibrinolisis después de
afadir diferentes concentraciones de estreptoquinasa (SK), uroquinasa
(UK) vy activador tisular de plasminégeno (tPA) encontrando una
prolongacion del tiempo de lisis con UK, y altas concentraciones de SK 'y
tPA, pero no encuentran diferencias respecto adultos con concentraciones
bajas de SK y tPA (70).

Ademas la fibrina fetal es més resistente a la lisis (57;62;70).
Contrariamente los inhibidores de la fibrinolisis (PAI-1, a2 antiplasmina)
estan en el rango del adulto o elevados (3;60;71). Andrew M. encuentra

niveles ligeramente disminuidos (57). Ello resulta en una menor tendencia

a la lisis del coagulo.
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Algunos autores han demostrado un retraso de la inactivacion o consumo
de la a2 antiplasmina en plasma fetal, que se traduciria en una acelerada
lisis del coagulo (72-74).

Los niveles de PAI-2, estan aumentados respecto a los niveles de adultos.
Astedt Ben uno de sus trabajos no encuentra niveles detectables de PAI-
2 en el plasma de mujer adulta no embarazada, concluyendo asi que el
PAI-2 se produce en el trofoblasto y pasa a circulacién fetal, lo que
supondria una disminucion del riesgo de sangrado pero sin tener efecto
trombatico (66;67).

En general, estas diferencias en las concentraciones plasméticas de
procoagulantes anticoagulantes y factores fibrinoliticos son fisiolégicas,
estan equilibradas, y los RN sanos no muestran estados de
hipercoagulacion ni diatesis hemorragica. En cambio, en los RN enfermos
0 prematuros, los cambios en los niveles de proteinas hemostéticas
pueden alterar el equilibrio hacia la trombogénesis 0 coagulopatia (48;67-
69). Tabla 1.1 y Figura 1.2
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Tabla 1.1 Resumen de niveles de proteinas hemostéaticas en RN respecto adultos.

PROTEINA DE COAGULACION NEONATOS EFECTO HEMOSTATICO
HEMOSTASIA PRIMARIA Descendidos: funcién plaquetaria t hemostasia primaria
Aumentado: FvW
FACTORES DE COAGULACION [Descendidos: FlI, FVII, FIX, FX, FXI, FXII | generacion de trombina
Normales: fibrindgeno, FV
Elevados: FVIII
INHIBIDORES NATURALES DE [Descendidos: AT, PC, PS | capacidad de inhibir
COAGULACION proteinas de coagulacién
activadas
FIBRINOLISIS Descendidos: plasminégeno, t-PA, a2AP Estado hipofibrinolitico

Aumentado: PAI

Sistema Intrinseco Sistema Extrinseco
Activacion Factores Injuria Tisular,
de contacto liberacion de factor
tisular
PK, KAPM
EXI—»FXlla
PVl — FVlia Inhibicién de Ia fibrinolisis
FXI—>FXla

FIX —_,FlXa

CaZ+
Plasmin6geno Plasmin6geno
(superficie (fase fluida)
FVIII de fibrina)
fosfolipidos
EX — > |'::)\(/a <«—— |[t-PAGU-PA| —
a2+ a
Ca2+
Complggsm“pldo Plasmina
; (superficie o2-Antiplasmina Plasmina
protrombinasa de fibrina) (fase fluida)
Fll > Flla

(protombina) ~ Ca?* (trombina)

FXI——» FXllla

Fibrina (soluble) J—» Fibrina (insoluble)}—————  Productos de degradacion de la fibrina

( D-dimeros)

Fibrinogeno
Fibrinopeptido A 6 B

Coagulacion Fibrinolisis

Figura 1.2 Sistema de coagulacién vy fibrinolisis de la sangre (a: factor activado; PK
precalicreina; KAPM:kininégeno de alto peso molecular; tPA: activador del plasmindgeno
tisular; u-PA:activador del plasminégeno urokinasa; PAI-1:inhibidor-1 del activador del
plasminégeno).
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1.1.3 Marcadores bioldgicos de activacion de coagul  acién y fibrinolisis.
El estado de activacion del sistema de coagulacién y fibrinolisis puede
ser determinado en plasma mediante la medicion de varios parametros

(Figura 1.2), que fundamentalmente incluyen (75-77):

1. Fragmento 1+2 de Protrombina (F1+2)
Es el resultado de la accion del complejo enzimatico
protrombinasa (Xa) sobre la Protrombina, a la que escinde en
Trombina y un fragmento de protrombina 1+2 (F1+2). Es por tanto

un marcador de la generacion de trombina in vivo.

2. Complejo Trombina — Antitrombina 11l (TAT)
Complejo irreversible que inhibe parcialmente la trombina
generada. La cantidad de este complejo es proporcional a la
trombina formada in vivo y refleja el estado actual de la activacion

de la coagulacion (trombina generada a corto plazo).

3. Monomeros de Fibrina.
La actuacion de la Trombina sobre el fibrinégeno libera de la
molécula cuatro péptidos de bajo peso molecular llamados
Fibrinopéptidos A y B segun sean liberados de las cadenas a y [3
respectivamente. El resto del fibrinbgeno constituye el Monémero
de Fibrina, indicador por tanto de actividad de la trombina y fibrina
generada. También como reflejo de actividad de la trombina es

posible determinar el Fibrinopéptido A (FPA).

4. Complejo plasmina - a2 antiplasmina (PAP).
La activacion del sistema fibrinolitico supone la conversiéon del
plasminégeno en plasmina, la cual se une a la fibrina o es
rapidamente inactivada por la a2 antiplasmina mediante la
formacion de un complejo inhibidor irreversible, Complejo
plasmina - a2 antiplasmina (PAP).Es indicador de la plasmina

generada y por tanto de actividad fibrinolitica.
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5. D- dimeros.
Cuando la plasmina actua sobre el coagulo de fibrina estabilizado
por el FXllla rompe la malla de fibrina con liberacién de varias
moléculas, entre las que se encuentra el fragmento D, que
aparece como dimero, D- dimero. Los D- dimeros son un
verdadero producto de la fragmentacion de la fibrina y su medida
refleja la extension de la fibrinolisis secundaria a la activacion
previa de la coagulacion. En el momento actual contindia siendo el
biomarcador de referencia, comparado con otros biomarcadores

para indicar activacion de la coagulacion y de la fibrinolisis (78).

Via intrinseca y extrinseca

FXa
(FVa, fosfolipidos, Ca?*)
j 142 ATIII
Protrombina _I_. w J—' TAT
- Monémero de fibrina
Fib > L
orinogena (fibrina soluble )
Inhibidor del activador '
plasminégeno(PAI) - L, | Fibrinopeptido A
D- Dimeros (FPA)

A

Fibrina insoluble +——— | Fibrina soluble

Activador tisular del PDF <«

plasminogeno (tPA) ]

Plasminégegno — > Plasmin

FXllla, Ca2+

a2 antiplasmina

4

Complejo plasmina- a2 antiplasmina (PAP)

Figura 1.3. Vias de formacion de marcadores de activacion de coagulacién y
fibrinolisis. Adaptada de Dati F et al. (75)
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La utilidad de estos marcadores (Tabla 1.2) ha sido descrita por muchos
autores (75-77;79):

1)

2)

3)

4)

5)

Para aumentar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos que
regulan la hemostasia.

Para una mejor caracterizacion de pacientes con predisposicion a
trombosis, siendo considerados indices de hiper-coagulabilidad, aunque
también permiten el diagnostico de estados de hipocoagulabilidad (80).
Para el manejo y monitorizacién de enfermedades relacionadas con
coagulacion intravascular diseminada, como algunos tumores (81) vy
embarazos de alto riesgo (82).

Para el diagnostico de trombosis aguda como la trombosis venosa
profunda (TVP), siendo considerados los D-Dimeros los marcadores
mas sensibles (79).

Para monitorizar el tratamiento anticoagulante/ fibrinolitico, aunque para

ello se necesitan estudios clinicos bien disefados.

En el recién nacido estos marcadores de activacion de coagulacion y
fibrinolisis  estan elevados al nacimiento para ir disminuyendo en las
primeras 24h de vida segun Dati F. y cols (75). Sus valores aumentan
durante la infeccion, mostrando el mismo comportamiento que el sistema
hemostéatico maduro del adulto. Refieren que neonatos con sindrome de
distres respiratorio muestran niveles elevados de Trombina — Antitrombina
Il (TAT) y bajos de actividad de Antitrombina Il y que al igual que
encuentran otros autores ni la edad gestacional ni duracion del trabajo de

parto tiene efecto en el nivel de estos marcadores (83-85).

Knofler R. y cols (76) también encuentran elevacion de estos marcadores
de activacion de la coagulacion al nacimiento, pero con valores que van
disminuyendo durante los primeros 12 dias de vida en el caso de
trombomodulina, TAT Ill y plasmina - a2 antiplasmina (PAP), y
manteniendo igual nivel de endotelina, factor de V Willebrand y D-
dimeros. Estos autores encuentran niveles mas elevados de D-dimeros

en cordon umbilical de RN con Ph bajo y procedentes de partos
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instrumentados sugiriendo la influencia del estrés mecanico con cambios

en la microcirculacion como responsable, aunque también refieren que

puede ser resultado de la adaptacion circulatoria o estado de hipoxia

aguda que sufren estos RN.

Tabla 1.2. Propiedades y aplicaciones clinicas de los marcadores de activacion de coagulacion

y fibrinolisis.

Marcador Enzimas activos Utilidad diagnéstica Relevancia clinica

F1+2 FXa Diagnostico de estados de = Monitorizacion de tratamiento
Fragmento (protrombinasa) Hiper/hipocoagulabilidad anticoagulante oral.

protrombina 1+2
Trombina generada
a largo plazo
(dltimas horas)

= Monitorizacion tt° con heparina
= Monitorizacion de tt° en CID,
tumores y embarazos de riesgo

TAT

Complejo trombina
— Antitrombina Ill
Trombina generada
a corto plazo
(Ultimos minutos)

FXa
(protrombinasa)

Diagnostico de estados de
hipercoagulabilidad

= Monitorizacion de tt° en CID,
tumores y embarazos de
riesgo.

= Marcador pronéstico de
reoclusion después de tt°
fibrinolitico en pacientes con
infarto agudo de miocardio.

D-Dimeros Trombina + Diagnéstico de fibrinolisis = Exclusién de TVPy EP

Fibrina disuelta plasmina secundaria a activacion de la = Diagnéstico de CID
coagulacion

FDP Plasmina Diagnéstico de fibrinolisis = Diagnéstico de CID

Productos de
degradacion de
fibrina/ fibrinégeno

primaria y secundaria (actividad
de plasmina)

= Deteccion de hiperfibrinolisis

PAP

Complejo Plasmina
a2 Antiplasmina
Plasmina generada

Activadores del
plasmindgeno (tPA,
uPA)

Diagnostico de estados de
Hiper/hipofibrinoliticos

= Marcador pronéstico de infarto
agudo de miocardio y angina
inestable.

= Marcador pronéstico en CID.

FM

Monémero de
fibrina

Fibrina generada
realmente

Trombina

Diagnéstico de aumento de
consumo de fibrinégeno
(actividad de trombina)

= Diagnéstico y manejo de CID

Modificado de Dati F et al. (75). TvP= trombosis venosa profunda; EP= Embolismo pulmonar
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1.1.4 D- dimero (DD).

1.1.4.1 Concepto

La activacion del sistema de coagulacion conduce a la sintesis de fibrina,
componente fundamental de los trombos. La produccion de fibrina se
sigue de la activacion del sistema fibrinolitico, que resulta en la
generacion de plasmina que se encargara de romper la malla de fibrina.
En condiciones fisiolégicas existe un equilibrio entre estos dos procesos
opuestos. La disolucién de la fibrina ligada (“crossed fibrin”) conduce a la
formacion de productos especificos de su degradacion, incluyendo el D-
dimero que puede ser determinado en sangre total y plasma utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos localizados en el
fragmento del D-dimero.

El DD (fragmentos D de fibrina unidos covalentemente), es el resultado
de la accion de la plasmina sobre la fibrina estabilizada por el factor XIII.
La molécula de D-dimero se considera por tanto, que es un reflejo de la
actividad global de formacion y lisis de coagulos y dado que no se puede
generar in vitro tras la recogida de sangre, su determinacion se considera

indicador de la actividad hemostatica in vivo (86) .

1.1.4.1.1. Estructura.
El antigeno D-dimero es un marcador unico de degradacion de la fibrina
qgue se forma por la accion secuencial de 3 enzimas: trombina, FXllla y

plasmina (Figura 1.3).

En primer lugar la trombina convierte el fibrinbgeno plasmatico en
mondmeros de fibrina. Estos mondmeros de fibrina se asocian con
fibrinbgeno o fibrina para formar protofibrillas unidas por enlaces no
covalentes que polimerizan y sirven como sustrato para activacion del
FXIII'y formacién de plasmina (87). La trombina queda asociada a la
fibrina y activa al FXIIl que circula unido al fibrin6geno. ElI complejo
formado por polimeros de fibrina soluble, trombina y FXIIl plasmético
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promueve la formacién de FXllla cuando polimeriza la fibrina y continta

después de que la fibrina ha formado un gel insoluble.

Posteriormente, el factor Xllla por la trombina, cataliza la formacion de
enlaces covalentes entre los dominios D en la fibrina polimerizada. El
FXIllla es una trasglutaminasa que cataliza la unidon de una amida entre el
grupo amino de los residuos de lisina y el grupo carbonilo de residuos de
glutamina, liberando amoniaco (88). Esta reaccion puede producirse entre
dos cadenas gamma, dos A- alfa 0 una gamma con una A-alfa de distintas
moléculas. Hay dos tipos de entrecruzamiento: longitudinal, liga los
extremos de monomeros alineados, y trasversal entrecruza cadenas
gamma de dos monomeros de hileras diferentes (89). EI D-dimero es
indetectable hasta que es liberado de la fibrina por la accién de la
plasmina, que degrada la malla de fibrina liberando los productos de

degradacion y exponiendo el antigeno D-dimero.

La plasmina formada en la superficie de la fibrina por la activacion del
plasminégeno, libera el antigeno del D-dimero de los polimeros de fibrina
antes y después de la formacion del gel de fibrina (86;90). Asi el antigeno
de D-dimero detectado puede ser derivado tanto de los polimeros de
fibrina soluble antes de su absorcién en el trombo, como de los productos
liberados por la accidén de la plasmina sobre el trombo de fibrina insoluble
(91).

La plasmina produce una escision aleatoria de las moléculas de fibrina
estabilizada, a nivel de las uniones no covalentes entre los dominios Dy E
de los monomeros originales de fibrina, respetando las uniones
covalentes entre dominios D de moleculas adyacentes, quedando el DD
junto al fragmento E como producto final.

Existen otros productos intermedios de mayor tamafio que se producen
como consecuencia de este proceso, como son los denominados
genéricamente oligdmeros X y que incluyen fragmentos como los DY/YD o
D-D/E, los cuales incluyen en su molécula el fragmento Dimero-D. De

hecho, la molécula de Dimero-D libre representa una minoria dentro del

23



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

total de antigeno existente en plasma. La composicion de los distintos
fragmentos mencionados varia en virtud de cada individuo y de cada
circunstancia clinica, dado que, este proceso no sigue un patron
establecido de forma homogénea. Por tanto, el Dimero-D se genera
exclusivamente a partir de la degradacion de la fibrina estabilizada,
mientras que los PDF (productos de degradacion del fibrinbgeno) se
originan tanto a partir de la degradacion del fibrinbgeno como de la fibrina
no estabilizada; estos ultimos originan fragmentos D monomericos, pero

nunca dimeéricos (92).

(ol Eleo! Fibrinogeno

D E D
l Trombina

Oer Monomero de fibrina
1

(o= ENeoZeon ENeo) Polimero de fibrina

OenO
l

O O O e
OenO Oen O e O e

Protofibrilla de fibrina
J Factor Xllla

O e OO @ COCD @ COCO oD
O e OO0 @O0 @O @0
Polimero de fibrina entrecruzada
| Plasmina (antigeno D-dimero)

O @ 0P @ P @ P 00D
Polimeros de alto PM
¢ Digestion de plasmina (intermedia)

O e i, 09}
Q o C#:) ] C)
i Digestién de Polfmeros interm'edios con
plasmina antigeno de D- dimeros
C#D (tardia)
e Productos finales con
° QOO epitopos antigénicos del
DD/E DDJ/E D- dimeros

Figura 1.4 Proceso de formacién de D-dimeros.Tomado de Adam SS et al.(93)
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1.1.4.1.2. Fisiologia.

Los D-dimeros son producto de la degradacion de la fibrina formados
durante la lisis de un trombo. Es un conjunto de moléculas heterogéneas
gue tienen el mismo enlace proteico D=D, con un peso molecular de
180-200 Kdalton y una vida media circulante de 4-8 horas (94;95).

Las elevaciones de DD se detectan en plasma a la hora del inicio de la
formacion del trombo. Ante la presencia del trombo se produce una
fibrinolisis continuada por lo que se podran detectar niveles de D-
dimeros durante este tiempo, que generalmente es de una semana.
Después de un tromboembolismo venoso sus niveles aumentan cerca
de ocho veces comparando con controles sanos, y estos niveles caen
aproximadamente un cuarto del valor inicial entre la primera y segunda

semanas desde dicho tromboembolismo (96).

Alcanza niveles mas altos en pacientes con tromboembolismo venoso
proximal que en aquellos con trombosis profunda de rodilla, con cifras

maximas correspondientes a la mayor extension de la trombosis (79).

Fraser y cols usando imagenes de resonancia magnética nuclear
demostraron que los niveles de D-dimeros se correlacionan con el

volumen del coagulo y el area de superficie del mismo (97).

Debido a que el 2-3% del fibrinbgeno plasmatico es degradado
fisiologicamente a fibrina, pequefas cantidades de DD son detectadas
en plasma de sujetos sanos (cantidades generalmente inferiores a 250

ng/mL).

Dado su peso molecular no es probable que atraviesen la barrera

placentaria (98).

Tiene un aclaramiento plasmatico via excrecion urinaria
fundamentalmente y a través del sistema reticulo endotelial (99), aunque

también esta referido por algunos autores un aclaramiento hepatico
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(100;101) asi, son eliminados normalmente por proteasas en los

macrofagos del higado y rifidn.

Después del evento trombotico, los niveles de D-dimeros pueden
normalizarse en 15-20 dias (79), y por ello se consideran mas utiles
para el diagndstico dentro de los 11 primeros dias desde el inicio de los
sintomas (79;96;102).

La formacion y degradacion de fibrina en exceso, y la consiguiente
elevacion de los Dimeros-D, no sé6lo se produce en procesos de
naturaleza trombotica. Se pueden producir también fragmentos D
monomeéricos como consecuencia de la accion de elastasas de los
neutrofilos y de metaloproteasas, los cuales pueden dar reacciones
cruzadas en las técnicas de determinacion de los Dimeros-D en cuadros
inflamatorios agudos o cronicos (103;104). Por tanto, una elevacion de
los niveles de Dimeros-D por encima de los niveles normales no es
especifico ni sinbnimo de la existencia de un proceso trombatico, sino
gue deben valorarse las circunstancias clinicas que concurren en cada

paciente antes de interpretar un resultado anormal de DD.
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1.1.4.2 Métodos de laboratorio para su cuantificaci  6n.

La fibrina entrecruzada genera determinantes antigénicos unicos, uno de
los cuales es el que enlaza dos dominios D de mondmeros de fibrina
adyacentes. Asi, el D-dimero (dos fragmentos D de fibrina unidos
covalentemente), son los productos de degradacion de la fibrina mas

pequeios y mejor caracterizados.

Existen varios métodos para la deteccion de los niveles de D-dimeros
en sangre. Todos ellos son inmunologicos y utilizan anticuerpos
monoclonales que reconocen epitopos presentes en el fragmento de D-
dimero de la fibrina entrecruzada y que no se encuentran en productos
de degradacion del fibrinbgeno o productos de degradacion de la fibrina
no entrecruzada (“noncrosslinked”) (105;106). La deteccion del antigeno

de D-dimero requiere anticuerpos monoclonales especificos (107) .

Varios epitopos de anticuerpos monoclonales han sido mapeados vy el
determinante antigénico reconocido es una cadena de polipéptidos en el
dominio-D que son conformacionalmente reactivos después de que el

FXlllay la plasmina han modificado la proteina (108).

Los anticuerpos frente al DD reaccionan no sélo frente a la molécula de
DD libre procedente de la fibrina estabilizada, sino también frente a los
fragmentos intermedios de degradacion de la misma e incluso de la
propia fibrina completa, que contienen en su estructutura el DD.
También puede existir reaccion cruzada con PDF y/ o detectar
productos de degradacion de fibrina generados por otro enzima diferente

a plasmina como la elastasa (104).

Los métodos actualmente disponibles para la determinacion del D-
dimero no son iguales debido a que el antigeno estad presente en
productos de degradaciéon de diferentes tamafios, los anticuerpos
monoclonales reconocen diferentes epitopos y, debido a que el
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formato, el estandar de calibracién e instrumentacién varia segun el
método empleado (109;110).
Se ha intentado estandarizar y armonizar los distintos métodos
empleados sin éxito, ello hace imposible la comparacién de los
resultados obtenidos entre cada uno de ellos, siendo asi cada resultado
meétodo- especifico (110-112).

De ahi, que la mayoria de autores aconsejen conocer el tipo y
caracteristicas de la técnica disponible en cada centro y que los
laboratorios utilicen métodos previamente evaluados en estudios clinicos
publicados (idealmente dentro del hospital en el cual se aplican), para
poder incorporarlas a la estrategia diagnéstica con un elevado margen
de seguridad (93).

La situacion ideal, (como prueba de cribado), seria aquella en la que la
técnica empleada para la determinacion tuviera una alta sensibilidad
para detectar todos los casos de enfermedad, con una moderada
especificidad, para detectar solamente los casos de una enfermedad
concreta (enfermedad tromboembdlica). Ademas de intentar reunir
caracteristicas como (104) :

» Ofrecer resultados cuantitativos.

* Obtener resultados dentro de un amplio rango de valores.

» Poseer la menor reactividad cruzada posible con los PDF.

» Rapidez y disponiblilidad (24h).

« Ser facil de realizar y ser reproducible.

» Haber sido evaluada en estudios clinicos publicados (a ser

posible en el hospital de su realizacion).

Los niveles de DD pueden aparecer elevados en una gran variedad de
procesos tal y como se muestra en la Tabla 1.3, lo que hace que su
determinacién sea muy sensible pero poco especifica. También se ha
demostrado ampliamente que la especificidad del test es menor en

ancianos (mayores de 80 afos), pacientes ingresados (mayor
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comorbilidad) vy su valor predictivo negativo (VPN) aumenta
proporcionalmente dependiendo de la sensibilidad del analisis y esta
relacionado inversamente con la prevalencia de la enfermedad en la
poblacion estudiada (102;113;114).

Tabla 1.3 Circunstancias en las que las concentraciones de DD se encuentran
elevadas.

CONDICIONES CARACTERIZADAS POR ELEVADAS

CONCENTRACIONES DE DIMERO D

Trombosis venosa profunda

Embolia pulmonar

Cirrosis/ insuficiencia hepatica

Insuficiencia renal

Sepsis

Neoplasia, lisis tumoral

Crisis drepanocitica

Aneurisma

Cirugia reciente

Politraumatismo, quemados

Diseccién Aorta

Distres respiratorio agudo

Hemorragia

Insuficiencia cardiaca

Enfermedad inflamatoria

Tratamiento trombolitico

Sindrome coronario agudo

Coagulacién intravascular
diseminada

Edad avanzada

Periodo neonatal

Ictus cerebral isquémico

Isquemia arterial periférica

Embarazo

Hospitalizacion

Algunos articulos de revisibn refieren el periodo neonatal como
circunstancia en la que los DD estan elevados pero no lo referencian

(92; 115; 116).
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Los métodos de laboratorio actualmente disponibles para su

determinacién se pueden agrupar en tres grupos:

a. El Enzimoinmunoensayo (ELISA, Ensayo inmuno-abso  rbente ligado

a un enzima).

ELISA convencional: es el estandar de referencia “gold standart” para la

determinacién de la concentracion de DD. Un anticuerpo con alta
afinidad por el D-dimero (“anticuerpo de captura”) se adhiere a una
membrana o pocillo, donde se afiade plasma del paciente de forma que
el D-dimero se una al anticuerpo. Un segundo anticuerpo marcado con
una sustancia fluorescente o cromogénica se afiade (“anticuerpo de
revelado”), y el contenido de sustancia marcada unida es directamente
proporcional al contenido de DD presente.

Tiene una alta sensibilidad (90-100%), pero su especificidad es
relativamente baja (30-40%), lo que hace que tenga una tasa elevada de

falsos positivos (117).

El ELISA convencional no es practico para el uso clinico debido a que es
un método laborioso, que requiere la agrupacion de lotes que incluyan
varias muestras para su realizacion, es lento, de elevado coste y dificil

utilizacion en muchos centros.

Los métodos rapidos, ELISA “de segunda generacion” (IFA, ELFA

inmunofiltracion, inmunofluorescencia respectivamen te) basados en
los principios ELISA, tienen una sensibilidad similar al ELISA, y son
mas rapidos en su determinacion, de 10 a 30 minutos (Nycocard D-
dimer®, Instant IA D-dimer®, Vidas D-dimer® ELISA mini-VIDAS®,
Acute care DDMR®) (118-122).

Se basan en la presencia de membranas porosas que se colocan con

anticuerpos especificos de DD. Se filtra el plasma del paciente a través
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de las membranas y se afade el anticuerpo marcado. Un cambio de

coloracion corresponde a concentraciones de DD mayor o igual que 0,5

Mg/ml.

El VIDAS®, ELISA mini-VIDAS® y Acute care DDMR® son meétodos
inmunoenziméticos de tipo sandwich, en 2 tiempos, con una deteccion
final por fluorescencia (ELFA). Son cuantitativos y proporcionan un
resultado numérico similar al ELISA convencional, con una sensibilidad y
valor predictivo negativo (VPN) del 100% y valores de especificidad
entre 34-52%.

Diversos estudios han demostrado que el test de ELISA rapido VIDAS
puede reemplazar a los test de ELISA convencionales y convertirse en

método de referencia para futuros estudios (120;123-126).

En 2007 Di Nissio y cols realizaron una revision sistematica de todos los
estudios con determinacion de DD en pacientes con sospecha de
tromboembolismo venoso. El mejor método fue el ELFA, seguido de
ELISA microplate y del latex cuantitativo (127). En 2010, Lippi y cols en
su revision concluyen que un valor normal de DD mediante ELFA o
técnicas ELISA permite excluir un episodio de tromboembolismo venoso
sin necesidad de realizar otros test, teniendo siempre en cuenta la
poblacion estudiada (78;128).

Estos métodos ELISA de segunda generacion se pueden realizar en
tiempo real, son observador independiente y sus resultados se obtienen

de 15-35 minutos.

Su principal inconveniente es que requieren analizadores especificos.
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b. Test semicuantitativo de Aglutinacion LATEX.

Consiste en el empleo de anticuerpos monoclonales unidos a particulas
de latex. Se forman aglutinados macroscoépicos cuando estan presentes
elevadas cantidades de dimeros D en sangre. Este método es menos
sensible que el ELISA (117), pero mas rapido, barato y asequible. Tiene
una sensibilidad (70-90%) y especificidad (70-90%) moderadas (129).
Requiere personal de laboratorio para la lectura visual y descripcién de
la magnitud de la aglutinacién por lo que la variabilidad interobservador
es inevitable (130;131).

Modificaciones de este método, implican la cuantificacion de la
concentracion de D-dimeros utilizando un analizador que detecta
precipitados fotométrica 6 turbidimétricamente (MDA D-dimer®, STA
Liatest®, Tinaquant® IL test®, BC D-Dimer Plus®, Turbiquant®).

Sus resultados estan disponibles en 5-10 minutos y han conseguido

aumentar su sensibilidad al ser observador independiente (132).

Estudios realizados en poblacion adulta han reportado la utilidad de
meétodos turbidimétricos como el STA Liatest® en el diagnostico de TVP,
TEP, CID, embarazo y cancer. En ellos se refiere una sensibilidad para
un nivel de corte de 0,5 mg/L de entre 94-100% con una especificidad
36-50% y un valor predictivo negativo de 95-100% siendo comparable en
eficacia y seguridad a los métodos ELISA pero mas faciles y asequibles

para la realizacion en urgencias (133-135).

El principal interés de estos métodos reside en su automatizacion en
los autoanalizadores de bioquimica y de hemostasia (los mismos
analizadores usados para perfiles analiticos normalizados), su rapidez
de ejecucion (algunos minutos) y su costo menor que la prueba ELISA.
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c. Aglutinacion en SANGRE TOTAL, de eritrocitos. (S impliRED®):

Consiste en la utilizacion de un anticuerpo biespecifico que ocasiona una
aglutinacion de los hematies en presencia del dimero D. Se utiliza con
una gota de sangre entera y los resultados se obtienen en dos minutos
(136). Es un método semicuantitativo. Forma parte del grupo de técnicas
conocidas como “point of care” o pruebas de cabecera, que se realizan
en o cerca del sitio de atencion al paciente.Varios autores reportan una
sensibilidad similar al ELISA convencional. Tiene la ventaja de la
facilidad de su realizacién, rapidez y bajo coste, pero la lectura es visual

con la variabilidad interobservador que ello implica (137-139).

El dltimo método propuesto Clearview Simplify D-dimer® es un método
cualitativo inmunocromatogréafico. Utiliza el anticuerpo monoclonal
murino especifico de dimeros D, DD3B6/224, conjugado con particulas
de oro coloidal, para detectar moléculas que contengan dimero D. El
reactivo conjugado anticuerpo-oro se une especificamente a las
moléculas que contienen dimero D en la muestra del paciente para
formar un complejo. El complejo anticuerpo-oro-dimero D migra a travées
de una membrana en la fase acuosa hasta ser capturado y concentrado
en una zona en la cual un segundo anticuerpo monoclonal murino
especifico de dimero D ha sido ligado. La captura de los complejos en
esta zona produce una linea rosa/purpura que aparece en la membrana.
Si las concentraciones de DD estan por debajo del limite clinicamente
establecido, no se produce ninguna linea visible. EI complejo de oro no
capturado continda fluyendo hasta el extremo de la tira donde es
captado en la zona de control del procedimiento por un anticuerpo anti-
murino. La formacion de una linea rosa/purpura en la zona de control
indica que el dispositivo esta funcionando de acuerdo a lo disefiado
(140).

33



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

La especificidad y sensibilidad de cada uno de los métodos referidos es
diferente debido a que pueden reaccionar con productos de degradacion
del fibrindgeno de diferentes tamafnos (110). La correlacion entre los
diferentes métodos es escasa, y actualmente no es posible estandarizar
los resultados de los diferentes métodos, haciendo dificil extrapolar los
resultados de un contexto a otro (141). Sin embargo, la correlacion entre
los resultados de técnicas distintas pertenecientes al mismo grupo es

elevada.

d. Caracteristicas de los métodos de laboratorio ma s frecuentemente

utilizados para la determinacion de Dimeros -D.

En el momento actual existen mas de 30 pruebas diferentes para evaluar

los D-Dimeros, algunas de las cuales se reflejan en la Tabla 1.4

En cada prueba se especifica, la técnica o metodologia que se utiliza
para realizarla, seguida del nombre comercial de la prueba y firma
farmaceutica que lo fabrica, la linea de corte establecida a partir del cual
se considera que el test es patoldgico, la valoracion de la sensibilidad y
especificidad asi como de otras caracteristicas relevantes de cada
prueba como, si se realizan en plasma o sangre total, si son cualitativos
0 cuantitativos, si es de realizacion manual o automatizada etc. Por
ultimo se especifican las series de casos publicados mas importantes

con cada uno de los métodos.
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Tabla 1.4 Métodos de laboratorio utilizados para la determinacién de DD.

TECNICA FIRMA COMERCIAL Linea Sensibilidad | Especificidad | Caracteristicas Series
de
corte
(ng/ml)
ELISA Asserachrom DD (Stago) | 500 Alta Baja = Prueba de referencia Boumameaux
convencional Enzygnost (Dade = Utilidad clinica y cols (142)
(microplate Behring) limitada.
ELISA) = Manual.
= Muestra plasma.
ELISA ELFA VIDAS DD (BioMérieux) 500 Alta Baja = Técnica rapida. Mountain D y cols
(fluorescencia) AxSym DD ( Abbott) = Sensibilidad similar al (143)
Stratus D-dimer ELISA convencional. Carrier M. y cols
(Dade Behring) = Cuantitativo (144)
= Automatizada. Van Belle A.(145)
= Muestra plasma Freyburger G (124)
De Moerlooose
(120
ELISA quimio- Immulite (Siemens) 500 Alta Baja = Técnica rapida. Dempfle y cols (146)
luminiscencia Pathfast (Mitsubishi) = Sensibilidad alta. Lippi G (147)
= Automatizada.
= Muestra plasma,
sangre total (Pathfast)
ELISA IFA Nycocard (Nycomed) 500 Alta Baja, = Técnica rapida. Scarano y cols
Inmunofiltracion Instant IA (Roche) Intermedia = Sensibilidad alta. (118)
y sandwich Cardiac D-dimer (Roche) Alta Alta = Semicuantitativo, Elias Ay cols (121)
cualitativo Killick y cols (148)
= Automatizada. Manual | Dale S (119)
(Instant IA)
= Muestra plasma
= Sangre total
(Cardiac DD)
LATEX Dimertest latex (IL) 130- Intermedia Intermedia = Técnica rapida. Sukhu y cols (149)
semicuantitativo Fibrinosticon 500 = Sensibilidad Veitl y cols (150)
(BioMérieux) insuficiente Janssen (125)
DDl latex (Stago) = Manual Legnani C (151)
= Muestra plasma
= Observador
dependiente
AGLUTINACION SimpliRED (Agen) Alta Intermedia = Técnica rapida. De Groot y cols
SANGRE TOTAL Clearview Simplify . (Intermedia = Sensibilidad alta en (152)
DD(Agen) en algunos pacientes con baja Toulon y cols (153)
estudios) probabilidad clinica Di Nisio y cols (127)
= Cualitativo, semicuan- | Neale D (154)
titativa.
= Manual
= Muestra Sangre Total
= Observador
dependiente
Latex 2* TinaQuant (Roche) 500 Alta Intermedia = Técnica rapida Van d Graafy cols
generacion: Liatest (Stago) = Sensibilidad similar a (126)
Inmuno- Automat Dimertest ELISA convencional Froehling y cols
fotométrico (LPIA) | (Agen) = Semicuantitativo (135)
Inmuno- MDA DD (BioMérieux) = Automatizada Curtin y cols (155)
turbimétrica Turbiquant (Dade = Muestra plasma Brown y cols (132)
Behring) Freyburger (156)

Fuente: Adaptado Adams S et al (93), Kelly et al (102), Palareti et al (130), Righini et al. (157)
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e. Factores que influyen en la determinacion de los niveles

plasmaticos.

Ademas de las razones metodologicas existen causas clinicas que

suponen una variacion de los niveles de D-dimeros, y que deben

tenerse en consideracion a la hora de intentar interpretar y generalizar
resultados (109).

» Variaciones debidas al método de analisis (104;110;156;158):

Diferencias en la especificidad del anticuerpo hacia el
epitopo del D dimero.

El antigeno DD esta presente en productos de degradacion
de diferentes tamafios, por lo que los anticuerpos
monoclonales reconocen diferentes epitopos. Existe una
reactividad variable del anticuerpo empleado en la técnica
diagnostica frente a fragmentos de alto o bajo peso
molecular.

Carencia de unidad estandar de medida.

Algunos fabricantes utilizan unidades fibrindgeno
equivalentes (FEU) mientras otros utilizan unidades de D-
dimero (ng/mL 6 pg/L) segun empleen como calibrador
fibrinogeno purificado a partir del cual se obtiene un
coagulo de fibrina degradado por plasmina en condiciones
controladas, o fragmentos de DD purificados. La
equivalencia entre ambas es de 2 FEU por cada pg/L,
basdndose en que wuna unidad de FEU es
aproximadamente el doble de la masa de una unidad de D-
dimero.

Carencia de consenso acerca de los valores de corte para
considerar un test anormal.

Los laboratorios determinan los valores de corte de
diagnostico para el dimero-D, a partir de curvas de
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referencia método-especificos establecidos, usando los
calibradores del fabricante.

El punto de corte mas utilizado es de 500 ng/mL (0,5 pg/L)
si bien es motivo de discusion actual la conveniencia de
emplear distintos puntos de corte en pacientes de
diferentes edades y caracteristicas clinicas, asi como en
las diversas indicaciones de empleo del DD (92;159).
Carencia de método de analisis estandar.

Cada meétodo utiliza su propio calibrador y actualmente no
existe método establecido de referencia, estandar primario
o un calibrador universal estandar para el analisis de DD.
Ademas cada método establece una especificidad y
sensibilidad diferente.

Errores de interpretacion que ocurren cuando se utilizan
métodos basados en lectura visual (95).

Interferencias analiticas en la realizacion del test: muestras
hemolizadas,  hipertrigliceridemia,  hiperbilirrubinemia,
concentraciones elevadas de factor reumatoide, del
marcador tumoral CA-125 del cancer ovarico, pueden dar
resultados falsamente positivos. La presencia de
autoanticuerpos que actuen a bajas temperaturas
(crioaglutininas) o plasma muy lipémico puede dar
concentraciones de DD falsamente disminuidas por
interferir en los ensayos basados en métodos de

aglutinacion e inmunoturbidimetria (160).

» Variaciones debidas al contexto clinico:

Diferente estandar de referencia para el diagnostico de
trombosis venosa profunda (TVP) o tromboembolismo
pulmonar (TEP) (161). Criterios diagndsticos de
enfermedad diferentes. Algunos trabajos establecen como
prueba de referencia algin método de imagen no invasivo

0 un seguimiento de 3 meses, obteniéndose una tasa de
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falsos negativos que probablemente podria ser menor que
los datos reales.

Prevalencia variable de la enfermedad TVP, TEP segun la
poblacion estudiada. El valor predictivo negativo es mayor
en estudios de pacientes ambulatorios debido a que la
prevalencia de la enfermedad es menor que en pacientes
hospitalizados (162).

Heterogeneidad de pacientes estudiados.

» Variaciones debidas a caracteristicas del paciente:

Extension de la enfermedad. La menor extension de la
trombosis puede estar asociada con niveles menores de D-
dimeros (157). Algunos autores relacionan la masa de
fibrina del coagulo con el nivel de DD (79;97).

Localizacion del trombo. La TVP distal (venas
infrapopliteas) comprende aproximadamente el 20% de
los casos. En este subgrupo la sensibilidad es menor
(163). También se han observado diferencias en la embolia
pulmonar con localizacién en arterias subsegmentarias o
segmentarias  siendo menor la sensibilidad en las
subsegmentarias (126;164).

Duracion de los sintomas. Una mayor duracion puede
asociarse con niveles menores de DD. A partir de los 7-15
dias después de del inicio de los sintomas disminuye la
sensibilidad del test, ya que sus niveles son menos de un
25% de los iniciales y continuan disminuyendo después
(96;165). La mayor edad del trombo lo hace menos
susceptible a la digestion por la plasmina.

Uso de anticoagulantes. La sensibilidad del test puede
estar disminuida en pacientes anticoagulados. La heparina
0 anticoagulantes orales reducen la formacion y depdsito
de fibrina y por tanto, reducen los niveles de DD (166-
168).
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Presencia de condiciones comoérbidas que disminuyen la
especificidad. En una poblacibn con alta morbilidad
(hospitalizados, oncolégicos, post quirdrgicos, etc) existe
mayor prevalencia de niveles elevados de DD en plasma,
y en estos subgrupos se discute la utilidad de su medicién
como método de cribado, debido al bajo porcentaje de
pacientes con valores normales de dimero-D
(113;169;170).

Edad (mayores de 80 afos). Los pacientes de edad
avanzada presentan con mayor frecuencia valores
elevados de DD. Este hecho se podria explicar porque en
este grupo la comorbilidad también es mayor. La
especificidad de los test diagndsticos es por tanto menor
en este grupo de edad (99;170-173) y por ello, por encima
de 80 afios de edad, el coste-eficacia del DD no aconseja
Su uso rutinario. Se ha planteado el establecimiento de
puntos de corte diferentes para distintos grupos de edad,
pero no se ha generalizado (157;159).

Embarazo. Los niveles de DD aumentan de manera
constante durante un embarazo normal, reflejando una
activacion fisiolégica de la coagulacion y fibrinolisis que
prepara a la gestante para el parto. Sin embargo, no hay
establecidos unos parametros de normalidad, ni tampoco
valores de corte especificos para el diagndstico de TVP en
la embarazada, Ilo cual disminuye la especificidad y
utilidad clinica del test (174).

Medicaciones. La aspirina, algunas estatinas, warfarina y
medicinas antitromboticas disminuyen los niveles de DD al
reducir formacion y depdésito de fibrina, al contrario que
medicaciones que contengan estrégenos, prostaciclina,
lidocaina, uroquinasa, estreptoquinasa que los aumentan
(175).
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1.1.4.3 Importancia clinica

La determinacion plasméatica de los niveles de DD ha demostrado su
utilidad clinica en:

a) Diagnostico y exclusion de Trombosis Venosa Pro  funda (TVP)

En adultos, entre las principales aplicaciones clinicas de la
determinacién del D-dimero, la mas ampliamente utilizada, es ayudar al
diagnostico del tromboembolismo pulmonar (TEP) y trombosis venosa
profunda (TVP) (117). En este caso concentraciones bajas de D-dimeros
practicamente descartan (debido a su elevada sensibilidad y valor
predictivo negativo) y por su bajo coste se ha incorporado a los
algoritmos diagndsticos de estas patologias (176;177) bien como Unica
maniobra diagndstica o en combinacion con otras herramientas como la
ecografia con compresion o la gammagrafia pulmonar, siempre
precedida por una adecuada evaluacidn y estratificacion de la
probabilidad clinica previa (baja, moderada, alta).

En pacientes ambulatorios, numerosos estudios han demostrado que si

se utilizan test con una sensibilidad préxima al 100% y una especificidad
razonable, pueden utilizarse el D-dimero para descartar TVP de forma
segura y eficaz salvo en aquellos casos en que exista una probabilidad
clinica alta (178;179).

Una estrategia alternativa consiste en emplear la determinacién de DD
después de una ecografia venosa con compresibn o de una
gammagrafia pulmonar, con métodos menos sensibles pero mas
especificos (aglutinacion en sangre total o latex).

Segun diversos estudios una probabilidad clinica pre-test baja y un D-
dimero negativo o una ecografia normal y un D-dimero negativo se
asocian a un riesgo menor de 0,5% de padecer una TVP, no siendo
necesaria la realizacion de otras exploraciones complementarias para

descartar el diagndstico (180;181).
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En pacientes hospitalizados, el diagnéstico de TVP es mas complicado

por el hecho de que los niveles de DD estan frecuentemente elevados,
lo que limita su utilidad para la exclusion de TVP (162). La elevacion de
los valores basales puede ser resultado de procesos subyacentes que
inicien la formacion intravascular de fibrina sin resultar necesariamente
en la formaciéon de trombo (182) o ser resultado de respuestas
inflamatorias que activen la coagulacién (183), como ocurre en los
pacientes de edad avanzada (173). En estos pacientes, la comorbilidad
y un menor aclaramento hepético del DD también contribuyen a
encontrar unos niveles mas elevados que disminuyen su especificidad y

por tanto su utilidad para exclusion de TVP (169).

En resumen, la determinacion de DD en la TVP se encuadra dentro de
un algoritmo diagndstico basado en una estratificacion clinica y pruebas
de imagen no cruentas, y supone la simplificacion de la estrategia
diagnostica y la reduccion de la necesidad de exploraciones

complementarias (Figura 1.5)
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Probabilidad clinica de TVP

Probabilidad clinica baja/ Probabilidad clinica alta
intermedia

Ecografia compresion factible*

D-dimeros
|
—L— | mi
Debajo del Arriba del Si No
valor de valor de —— T
corte corte I | I :
Ecografia Ecografia :
| I negativa positiva Venografia
No Ecografia i
tratamiento compresion I;Ill |
TVP TVP Iniciar
improbable probable tratamiento
No Venografia 0
tratamiento ecografia seriada

Figura 1.5 Algoritmo clinico utilizado para el diagnéstico de pacientes con trombosis
venosa profunda (TVP). Notese el lugar que ocupan los D-dimeros (DD).

En pacientes con una baja probabilidad clinica y un DD negativo se descarta la TVP y
no van a requerir mas exploraciones complementarias. Pacientes con probablidad
clinica alta y/o DD por encima del valor de corte, precisan otras exploraciones
complementarias (ecografia con compresion o venografia) para descartar o confirmar el
diagnéstico.

* En algunas situaciones como en la obesidad morbida la ecografia con compresion
puede no resultar factible.
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b) Diagnostico y exclusion de Tromboembolismo pulmo nar (TEP)

En el Tromboembolismo Pulmonar igualmente la determinacion de los
niveles de D-dimeros forma parte de algoritmos diagndsticos, que junto
con la probabilidad clinica pre-test permite excluir el diagndstico en
pacientes con baja probabilidad clinica y DD normal, obviando asi la
necesidad de realizar evaluaciones mas costosas. Numerosos estudios
confirman estos hechos (145;169;184-186). Y aunque no existe
consenso en cual ha de ser el algoritmo diagnostico en caso de

sospecha de TEP una propuesta valida seria la siguiente. Figura 1.6

Probabilidad clinica de TEP

Probabilidad clinica Probabilidad clinica lta
bajal intermedia
[

TAC/ D-dimeros

! I ‘ N —
| ) T 1
' Arriba del valor
Debajo del valor . |
d!e corte de corte TAC positivol TAC negativo / TAC negativol
S S— DD+ DD+ oD-
TAC i B E—
— Tratamiento GammagrafiaV/Q 6 No
Negativo TAC Posttivo /DD+ ecografias seriadas | Uatamiento
B e B o

ho No Tratamiento

tratamiento tratamiento

Figura 1.6 Algoritmo clinico para el diagnostico del embolismo pulmonar (TEP).
Pacientes con baja probabilidad clinica y D-dimeros (DD) negativos no van a requerir
otras exploraciones para descartar el diagnostico.
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Estudios recientes objetivan que niveles marcadamente elevados de D-
dimeros aumentan la probabilidad de diagnéstico de embolismo pulmo-
nar (187).

En ambos casos (TVP, TEP) su coste—eficacia ha sido ampliamente
demostrado en pacientes con baja probabilidad clinica.

c) Deteccioén recurrencias de TVP.

La incidencia de recurrencia tras finalizar el tratamiento anticoagulante
de un primer episodio de TVP o TEP se estima en 7-20% en el primer
afo y 25% a los 5 afnos. Este riesgo es mayor en los primeros meses

tras suspender la anticoagulacion.

Diversos estudios han intentado identificar factores que ayuden a
predecir el riesgo de recidiva trombdtica y asi ajustar la duracion del
tratamiento anticoagulante, siendo el DD el marcador biolégico mas
importante en este sentido. Asi, Andreescu AC. y cols concluyen en
su estudio, que niveles aumentados de DD pueden tener valor predictivo
como factor de riesgo de TVP en pacientes que ya han padecido un
primer episodio de TVP (188).

Igualmente otros estudios reflejan que su determinacion parece tener un
valor predictivo, esencialmente negativo, para la deteccibn de

recurrencias tras el cese del tratamiento anticoagulante (96;189-191)

d) Duracién y eficacia del tratamiento anticoagulan te

Relacionado con la deteccion de recurrencias, estudios recientes
consideran su utilidad para determinar la duracion del tratamiento
anticoagulante. En estos casos la presencia de DD por encima del valor
de corte definido, podria ser un indicador para prolongar dicho
tratamiento (192;193).

En otros estudios, se ha evaluado su utilidad para valorar la eficacia del
tratamiento anticoagulante (166;167;190). Es importante tener en cuenta

que su sensibilidad en estos casos esta disminuida (168).

44



D-dimeros en el recién nacido INTRODUCCION

e) ldentificacién de individuos con riesgo aumentad 0 de padecer un

primer episodio de TVP.

La asociacibn de concentraciones plasmaticas elevadas de
determinados marcadores biolégicos de activacion de la coagulacion y
fibrinolisis y el riesgo de trombosis venosa se ha referido en muchos
estudios, siendo los niveles elevados de DD los marcadores que

asocian un riesgo relativo mayor (194;195).

f) Utilidad en pacientes con cancer.
Estudios recientes sugieren que los DD como marcador de generacion y
degradacion de fibrina podria tener aplicabilidad clinica en el paciente

oncologico:

* Exclusién de TVP y TEP.

Los mayores niveles de D-dimeros encontrados en pacientes con
cancer incluso en ausencia de trombosis (por activacion basal de
la coagulacién) y, la carencia de algoritmos diagnosticos validados
(mayor prevalencia de TVP en pacientes oncoldgicos y escalas de
valoracion preclinica que incluyen la presencia de cancer activo en
Su puntuacion) disminuye la especificidad y VPN de |la
determinacién de los D-dimeros para la exclusion de TVP y TEP
en estos pacientes (196;197).

Hay estudios en pacientes oncoldgicos que encuentran que los
niveles de D-dimeros tienen un elevado VPN y sensibilidad para el
diagndstico de embolismo pulmonar (198).

Sin embargo, debido a la escasa tasa de pacientes oncolégicos con
probablilidad preclinica baja y valores de DD negativos, su utilidad

en la préactica clinica es baja.

* Predictor de TVP.
El riesgo de TVP esta aumentado en pacientes con cancer y las
guias clinicas mas recientes recomiendan la utilizacion sistematica

de profilaxis antitrombética en pacientes hospitalizados con cancer
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activo. Por ello, los niveles elevados de DD se han sugerido como
indicadores del riesgo de sufrir TVP o recurrencia de la misma tras

retirada del tratamiento anticoagulante (199).

» Marcador de cancer oculto
Aungue controvertido, la presencia de DD elevados en pacientes
gue han sufrido un episodio de TVP idiopatica se ha asociado a

mayor incidencia posterior de cancer (200).

* Factor pronéstico
Existen estudios donde se relacionan niveles elevados de DD con

prondstico desfavorable (201).

g) Exclusién de TVP en el embarazo

A pesar de que los niveles de DD aumentan durante el embarazo (174)
y no estan establecidos rangos de normalidad consensuados, Chan
WS. y cols demuestran en un estudio prospectivo su utilidad para excluir
TVP en los dos primeros meses de embarazo en mujeres con
probabilidad clinica baja (202), aunque son necesarios estudios clinicos

mas amplios que validen estos resultados.

h) Utilidad en el diagnéstico de CID

La coagulacion intravascular diseminada (CID) resulta de la activacion y
estimulacion excesiva del sistema de coagulacion con depdsito de fibrina
en la microcirculacion (microangiopatia trombdtica) y fibrinolisis
secundaria. En este sentido el DD constituye una prueba importante
para su diagndéstico en combinacion con los hallazgos clinicos, formando
parte de los algoritmos diagnosticos (203).

Como biomarcador dindmico su aumento en el contexto de
empeoramiento de la CID, puede ser de utilidad para reorientar el

tratamiento de la fibrinolisis secundaria (204).
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i) Utilidad en el diagndstico de trombosis venosa cerebral.

En la trombosis venosa cerebral, niveles elevados de D-dimeros
acompafado de cuadro clinico sugestivo apoyarian el diagndéstico de la
misma, aunque unos niveles bajos no serian suficientes para excluir este
diagndstico (205;206).

También se han determinado en otras enfermedades cerebrovasculares
como la hemorragia cerebral, el ictus isquémico y la hemorragia
subaracnoidea donde su falta de sensibilidad y especificidad no pueden
sustituir a una evaluacion clinica y radiolégica (207).

j) Utilidad en la enfermedad coronaria.

Se ha asociado a la incidencia de sindromes coronarios y su recurrencia,
aunque su falta de especificidad (sobre todo si existe comorbilidad) ha
limitado su uso en esta patologia (208). También como marcador de
eventos trombdticos cardiovasculares en pacientes con enfermedad
arterial periférica, sin embargo, debido a la heterogeneidad de los
estudios existentes la interpretacion debe ser cautelosa (209).

k) Prediccion de trombosis en fibrilacion auricula r.
Niveles elevados de DD se han asociado a una mayor incidencia de
fendmenos tromboembdlicos y de otras complicaciones cardiovasculares

en pacientes que han sufrido una fibrilacion auricular (210).

[) Diagnostico de la diseccion aguda de Aorta.

Aunque puede ser de utilidad para descartar aneurisma de aorta
abdominal, o la diseccion aguda de Aorta, la condicion amenazante
de la vida hace que la determinacion de los DD no deba impedir la
evaluacion del riesgo y el uso de la prueba de imagen diagndstica
(211;212).
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m) Monitorizacion del riesgo de trombosis en pacie ntes sometidos

a tratamiento con factores de crecimiento hematopoy ético:
eritropoyetina recombinante (EPO), factor estimulante de colonias
granulociticas (G-CSF) y factor estimulante de colonias granulocito-
macrofagos (GM-CSF).

No esta claro si el factor de crecimiento por si solo o el régimen de
tratamiento en combinacion con el proceso de la enfermedad
subyacente conduce a la trombosis. La evaluacion de los niveles de DD
en pacientes sometidos a tratamiento con estos factores de crecimiento
podria ser de utilidad en la prediccion de la trombosis en estos pacientes
(213).

n) Monitorizacion del riesgo de trombosis en pacien tes sometidos a
determinados tratamientos con quimioterapia y trasp lante de
meédula 6sea (TMO).

Se han encontrado niveles de DD aumentados en pacientes sometidos a
tratamientos con agentes quimioterapicos y en pacientes con

complicaciones postrasplante (214).

0) Diagnoéstico de estados de hipercoagulabilidad en anemia de
células falciformes o talasemias.

La drepanocitosis se asocia a un estado de hipercoagulabilidad que
puede ser evidenciado por el aumento de DD, al igual que en la
trombosis que asocia como complicacion la talasemia intermedia, sobre

todo tras la esplenectomia (215;216).
p) Marcador pronéstico de enfermedades inflamatori as.

Se ha demostrado utii como marcador prondéstico en la isquemia

intestinal o hemorragia digestiva (176;217;218).
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1.1.4.4 Importancia de la determinacion de los D-d  imeros en neonatos.

a)

Incidencia relativa de manifestaciones trombotic as en época
neonatal.

Debido a las especiales caracteristicas del sistema hemostatico en
nifos, las manifestaciones trombéticas en poblacién pediatrica no son
raras. Los avances en el manejo y supervivencia de la patologia
pediatrica grave, han supuesto un incremento en los fendmenos
tromboembdlicos, dado el aumento de técnicas diagnoésticas vy
terapeduticas invasivas (catéteres centrales, cirugia de alto riesgo...) y la
presencia concomitante de otros factores que pueden alterar la
hemostasia. A ello se asocia la mejora en los métodos para
diagnosticarlas. En los ultimos afios numerosos trabajos reflejan este
hecho en lo que han llamado “new epidemic in pediatric tertiary care
hospitals” (219). Consideran la trombosis como una enfermedad
caracteristica del paciente hospitalizado y, tradicionalmente del recién

nacido con catéteres centrales.

La incidencia anual de tromboembolismo en nifios en los registros
publicados es de 0,07 a 0,5 de cada 10,000 nifios y 5,3 de cada 10,000
admisiones  hospitalarias, excluidos neonatos y accidentes
cerebrovasculares (220-222). Recientemente se ha publicado un estudio
multicéntrico en Estados Unidos que recoge datos de 7 afios (2001-
2007) y que demuestra un aumento de la tasa anual de TVP del 70%

(pasando de 34 a 58 casos por 10,000 nifios, incluidos neonatos) (219).

En la mayoria de estudios publicados la incidencia es mayor en
neonatos (1-28 dias), con un segundo pico en la pubertad y
adolescencia (219-224). Debido a las bajas concentraciones de los
inhibidores de la coagulacién y a la limitada capacidad fibrinolitica,
asociado a un aumento fisildgico del hematocrito, el riesgo de presentar
complicaciones tromboembdlicas es mayor en neonatos respecto al nifio

mayor, especialmente en neonatos enfermos, con catéteres, infeccion o
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hipoxia, siendo referida una incidencia neonatal de tromboembolismo
gue varia de 0,51 casos por 10,000 RN vivos en el registro aleman, a
0,24 caso0s/10,000 admisiones neonatales en unidades de cuidados

intensivos, en el registro canadiense e internacional (224-227) .

La trombosis espontanea es rara en el nifio, en la mayor parte de los
casos se observan uno o mas factores de riesgo protrombdéticos (220) .
En el registro canadiense sélo el 3% de casos presentaron TVP o
embolia pulmonar espontdneas y mas del 75% tenian 2 o mas factores
de riesgo trombotico, datos que coinciden con los obtenidos en otros
registros (202-207). Estos factores de riesgo pueden ser congeénitos o
adquiridos (Tabla 1.5) El catéter intravascular (arterial y venoso) es el
factor de riesgo mas importante, presente en el 90% de los procesos
tromboembdlicos neonatales y 50% de otras edades (226) .

Tabla 1.5 Factores de riesgo de trombosis venosa y arterial en neonatos.

Hereditarios Adquiridos
Déficit de Prot C, Prot S Catéter intravascular
Elevacion FVIII Infeccién / sepsis/ shock

Deficiencia de AT, ADAMTS 13 Hipoxia, asfixia, acidosis

Resistencia PC activada/FVLeiden | Prematuridad

Mutacion protombina 20210A S distres respiratorio (SDR)

Deficit cofactor Il de la heparina Hijo madre DM

Disfibrinogenemia Cardiopatia congénita
Hipoplasminogenemia Policitemia

Homocistinuria, S Marfan Deshidratacion, hipovolemia
Hipercolesterolemia familiar Cirugia: cardiovascular, ortopédica
Elevacion lipoproteina Cancer, trasplante

Drepanocitosis Traumatismo, inmovilizacion
S.Antifosfolipidico Enfermedad inflamatoria, reumética

renal, vascular

Adaptada E.Monteagudo (228).
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b) Importante morbimortalidad.
La TVP produce una morbilidad significativa tanto a corto como a largo
plazo que depende del vaso trombosado y el tiempo que se tarde en
restablecer el flujo. Puede dar lugar a TEP sintomatico (6-8%), sindrome
postrombdético (>30%) o recurrencia (6-21%) (220;224;229).

La recurrencia (interpretada como nueva TVP o TEP) segun el registro
canadiense es del 18,5%. Es importante destacar que el 70% de estos
pacientes estaban con tratamiento anticoagulante, a diferencia de los
adultos que si bien recurren aproximadamente el 20%, lo hacen
generalmente cuando estan fuera de tratamiento. El riesgo de
recurrencia después de una TVP espontanea puede ser mayor si va
asociado a un anticoagulante lUpico o en pacientes que combinan un

factor congénito con otro adquirido (230).

Se ha relacionado la existencia de valores elevados de factor VIII, DD o
ambos al diagnodstico, y la persistencia de al menos uno de ellos
después de los 3-6 meses de anticoagulacion, con una mala evolucién

en niflos con trombosis (231).

La trombosis arterial a nivel de los miembros puede dar lugar, a
dismetrias por hipotrofia del miembro, atrofia muscular y sindrome de
claudicacion. A nivel renal (neonatos canalizados via umbilical) puede

ser causa de morbimortalidad por HTA e insuficiencia renal (228).

A nivel cerebral, estan descritos déficits neurolégicos residuales o
sindrome convulsivo hasta en un 66% de pacientes tras un accidente
isquémico cerebrovascular, y una mortalidad del 5% (232). Un tercio de

los ACV aproximadamente, suceden en el periodo neonatal.

Se han comunicado casos de trombosis neonatal resuelta, con secuelas

a largo plazo como HTA vy dismetrias de miembros (233) y, casos de
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sindrome postromboético en nifios con antecedentes de trombosis

neonatal incluso cuando esta paso desapercibida (234).

La mortalidad directamente atribuible a TVP se estima segun el registro
canadiense en 1,5-2,2% (2 embolias pulmonares y 1 trombosis extensa
de cava inferior) (220). Monagle P. y cols refieren una mortalidad directa
estimada en un 2% (221).En el registro estadounidense no esta referida
la tasa de mortalidad directa, refieren una tasa de mortalidad del 8% que
ellos atribuyen fundamentalmente a la causa subyacente.

La mortalidad neonatal observada en el registro internacional (226) va
desde el 5% en nifios con trombosis de la vena renal, 18% en otros
territorios venosos, 21% trombosis arteriales y 25% en casos de
trombosis mixta (arterial y venosa). Hay que tener en cuenta que
muchos de ellos sufren enfermedades graves y/ 0 son muy inmaduros.
Las ubicaciones que tienen un peor prondéstico son auricula derecha y/o

cava superior (mortalidad del 33%).

c¢) Utilidad clinica en poblacion pediatrica.
El estudio de trombofilia se impone cuando la trombosis es espontanea o
de gravedad desproporcionada al factor presuntamente
desencadenante, recurrente, con historia de tromboembolismo familiar o
de localizacion innusual (senos venosos cerebrales, mesentérica, renal,

subclavia, cava, axilar, etc), en este estudio se incluyen los DD.

Los nifios son mas propensos que los adultos a tener uno o mas déficits
de coagulacion genéticos o adquiridos significativos que pueden requerir
tratamiento especifico para el manejo de la trombosis aguda, como la
deficiencia genética severa de la Prot Cy S, o déficits adquiridos para
los que son necesarios tratamientos sustitutivos rapidos para interrumpir
la coagulopatia de consumo o alcanzar con éxito la anticoagulacion
(235).
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Aungue la utilidad de los test de DD para el diagnéstico de TVP ha sido
ampliamente demostrada en adultos, su utilidad en pacientes pediatricos
no ha sido evaluada y hay en la literatura escasos estudios con

resultados contradictorios.

Un estudio en nifios con TEP (n=14) describe niveles elevados de DD en
6 de 10 pacientes pero el rango normal no esta descrito (236).

Biss TT. y cols concluyen que una evaluacion clinica pre-test (Wells) en
combinacién con los DD puede carecer de utilidad en la valoracién del
tromboembolismo en nifios a diferencia de los adultos (237).

Las vias de coagulacion e inflamacion estan intimamente relacionadas,
lo que conduce a una elevacion de los DD durante la fase inflamatoria
de la enfermedad. Una aplicacién de esta asociacion es el uso del DD
para monitorizar la evolucion en pacientes con artritis idiopatica juvenil
(Al1J). Niveles elevados de DD parecen ser resultado de una activacion
endotelial por citocinas y estdn asociados con actividad de la
enfermedad y escasa respuesta al tratamiento. Valores persistentemente
elevados se asocian a mala evolucion a pesar de tratamiento
inmunomodulador, por lo que los DD puede tener un valor predictivo y
ayudar a intensificar el tratamiento en pacientes con AlJ de alto riesgo
desde fases tempranas de la enfermedad (238).

También han sido descritos niveles elevados de DD en otras
enfermedades vasculares sistémicas como la Purpura de Schdlein-
Henoch (PSH), enfermedad de Kawasaki y el sindrome hemolitico
urémico (239). En ellas los niveles de DD se correlacionan con el
estadio de la enfermedad. En la PSH niveles elevados de DD han sido
considerados como marcadores de hipercoagulabilidad y actividad
inflamatoria gastrointestinal (240;241). Se ha sugerido que pueden tener

utilidad prondstica.
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Un estudio reciente realizado en 20 nifios con neumonia adquirida en la
comunidad (NAC) con o sin derrame y 10 nifios con empiema,
encuentra una tendencia creciente en los niveles de DD segun la
complicacion, y concluye que su determinacién puede suponer una
contribucion adicional para la evaluacion de la gravedad de la NAC y sus

complicaciones (242).

El método diagndstico mas sensible para la TVP y el TEP en nifios aun
no ha sido establecido. El “gold estandar”, la angiografia, es un
método invasivo no exento de riesgos y complicaciones. En neonatos, la
dificultad de acceso venoso, la limitacion de la dosis de contraste debido
a la disminucion del filtrado glomerular en los prematuros, y la rapida
dispersion por el aumento de la frecuencia cardiaca limitan su uso. La
ecografia doppler como método no invasivo mas utilizado, no consigue
el 100% de sensibilidad. La baja presion del pulso de los prematuros, asi
como la respuesta a la compresion de un vaso con un catéter puede
crear dificultades a la hora de interpretarla. La determinacion de los DD
podria ser de utilidad en este sentido.

Se ha descrito que en nifios con eventos trombdticos agudos, niveles
elevados de DD van asociados a una mala evolucion (trombosis
persistente, recurrencia, o sindrome postrombético), sin embargo la
medida en este estudio fue semicuantitativa y su valor predictivo para el

diagnostico de TVP como hemos dicho no ha sido descrito (231).

Tanto en adultos como en nifios un nivel elevado de DD después del
tratamiento de TVP parece ser un factor de riesgo para la trombosis
recurrente (189;231).

Estudios recientes realizados en una cohorte de 50 niflos con ictus
isquémico arterial sugieren que elevaciones agudas de biomarcadores
de hipercoagulabilidad e inflamacion como los DD y la PCR podrian ser

de utilidad para clasificar el subtipo etiolégico (cardioembdlico) y
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determinar el prondstico (recurrencia). En la actualidad hay en marcha
estudios en este sentido (243;244).

Al igual que en adultos, esté referido en la literatura algun caso en el que
pueden ser de ayuda para el diagnéstico de la trombosis cerebral del
senovenoso en neonatos pero siempre que se acompafie de clinica
compatible y la prueba de imagen correspondiente dada su escasa
especificidad (245).

Un estudio reciente realizado en poblacion infantil, 52% de los cuales
eran neonatos, determina los marcadores de coagulacion y fibrinolisis
incluidos los DD, para valorar la extension de la activacion de la
hemostasia que se produce durante la oxigenacion por membrana
extracorpérea (ECMO), y adecuar asi los regimenes de
anticoagulacion, en un intento de evitar complicaciones tanto
tromboembdlicas como hemorragicas. Dadas las diferencias
encontradas segun la edad, subraya la importancia de establecer
protocolos de tratamiento de anticoagulacion individualizados en base a
esta (246).

Estudios realizados en poblacion infantil describen la utilidad de los DD
como marcador prondéstico en infecciones pediatricas, teniendo en
cuenta que se eleva en procesos inflamatorios de manera inespecifica,

lo que hace dificil su interpretacion (247;248).
De igual forma que en adultos es frecuentemente utilizado para evaluar

la presencia de CID que acompafia a procesos como sepsis, trauma,

malignidad y urgencias obstétricas.
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d) Marcador bioldgico de facil obtencién.
En neonatos, el indicador hematolégico mas sensible de proceso
trombatico es la elevacion de los D-dimeros, que indica la respuesta del

organismo activando la fibrinolisis ante la existencia de un trombo.

En ellos, la determinacion de los D-dimeros, ha sido sugerida como
alternativa a la determinacion de otros productos de degradacion del
fibrindgeno (fibrina, PDF), al demostrarse mas sensibles y especificos y
poder ser medidos en una pequefia cantidad de plasma como 10 pL
(249).

La elevacion de los DD secundaria a la fibrinolisis fisiologica
desencadenada por la existencia de un trombo, podria ser un indicador
biolégico que por su facil obtencion y determinacion sirva para el
diagnostico precoz de la trombosis neonatal y seguimiento y
monitorizacion del paciente con factores de riesgo para el desarrollo de
trombosis, como los neonatos portadores de catéter arterial o venoso

umbilical, asi como neonatos con otros factores de riesgo (ver tabla 5).

La presencia de DD plasmaticos > 500 ng/mL tiene al igual que en
adultos una sensibilidad elevada y una menor especificidad, ya que
puede haber elevaciones en muchas situaciones. Aunque los DD tienen
un valor predictivo negativo evidente (>95%) muchos autores sugieren
realizar ademas un test de imagen para excluir el trombo en esta
poblacién (250;251).

Esta referido por numerosos autores la necesidad de utilizar en las
determinaciones de hemostasia rangos de referencia apropiados,
adecuados a cada edad pediatrica, y conocer los reactivos, analizadores
y caracteristicas de las técnicas de laboratorio empleadas en cada
hospital concreto, dada la importancia que esto tiene a la hora de la
interpretacion de los resultados. Hecho especialmente importante en
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poblacién neonatal donde los cambios en las proteinas hemostaticas se

producen en dias o semanas (6).

La utilizacion de valores de referencia extrapolados de poblacién adulta
puede llevar a la conclusion de resultados anormales, suponer el
aplazamiento de intervenciones quirargicas, realizacion de analiticas y
pruebas para completar el estudio, y puede incluso tener implicaciones
legales en la valoracién del nifio o neonato con sospecha de malos
tratos. En este sentido, actualmente, se cuestiona la necesidad de
trasfundir plasma fresco congelado de forma profilactica a recién nacidos
pretémino, por el supuesto riesgo de sangrado derivado de unas
pruebas de coagulacion aparentemente anormales, practica habitual en

muchos hospitales (252).

En la Guia brithnica de investigacion y manejo de hemostasia y
trombosis neonatal (36) se hace una revisidbn pormenorizada de cémo
deben extraerse las muestras técnicamente para que resulten
adecuadas, y se refieren rangos de referencia de DD elevados como

normales, segun lo descrito por Hudson en 1990.

1.1.45 Estudios sobre D- dimeros en neonatos.

El dinamismo del sistema de coagulacion neonatal y su rapido desarrollo
para alcanzar niveles de adulto, determina la amplia variabilidad en las
concentraciones de proteinas hemostéticas en la edad postnatal, con

valores que cambian sobre todo en las primeras semanas de vida.

Este hecho supone que la definiciébn de los valores de referencia para
cada uno de los parametros en neonatos sea una labor dificil. Si a ello
afiadimos los problemas técnicos derivados de la dificultad de obtener
muestras de sangre adecuadas, el pequefio tamafno de las muestras que
se recogen, la necesidad de usar micro técnicas para realizar multiples

test en las pequefias muestras y el gran nimero de nifios que deben ser
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estudiados debido a la gran variabilidad existente de los distintos valores

para cada edad, obtenemos grandes dificultades para su determinacion.

Existen pocos datos publicados de valores de referencia de los D-
dimeros para el recién nacido sano prematuro y a término al
nacimiento. Estos datos estan basados en su mayor parte en muestras
de sangre de cordén, como Unica determinacion, con lo que no puede
establecerse rangos adecuados a cada edad postnatal. Entre otras
limitaciones metodoldgicas, estos estudios utilizan muestras pequenas,
con un numero de sujetos menor de 100, lo cual permite determinar la
media de los valores, pero no la variabilidad, ni distribucion de los
mismos (98;249;253-255). Tabla 1.6.

Otros estudios donde se valoran las concentraciones plasmaticas de DD
lo hacen dentro de las determinaciones incluidas en la investigacion de
marcadores de activacion de coagulacion y fibrinolisis, en determinadas
enfermedades y toman como referencia valores extrapolados de

poblacién adulta.

Hudson I. y cols (1990), estudian las concentraciones de DD en sangre
venosa de 15 RNPT y 45 RNT para establecer el rango de normalidad y
valorar si concentraciones maternas elevadas tras el parto pueden
afectar a la concentracion en neonatos. Encuentran valores de DD por
encima de rango normal para adultos en el 48% de RN, y lo atribuyen a
activacién de la coagulaciéon resultado de ajustes circulatorios como
cierre del ductus o conducto venoso y/o al retraso en el aclaramiento
renal de los DD. Utiliza como método de analisis la aglutinacion latex,

semicuantitativo (249).

Corrigan J. y cols (1992), en su valoracion del sistema fibrinolitico en 15
RN enfermos (cardiopatas) y 42 RNT sin patologia, determina
concentraciones plasmaticas de tPA, PAI, HRG (glicoproteina rica en

histidina) y DD (sangre venosa en cardidpatas, sangre de cordon tras el
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parto en RNT) encontrando niveles de DD mayores en RN con
cardiopatia reflejo de activacion del sistema fibrinolitico en ellos, estando
los valores del grupo control dentro del rango normal de adultos (20-
270ng/mL). Utiliza el método ELISA (68) .

Ries M.y cols (1996), dentro del estudio de marcadores del sistema de
coagulacion estudian los DD en 4 poblaciones de RN (n= 20). 1. RN por
cesarea sin trabajo de parto 2.RN por cesarea con trabajo de parto. 3.
RN con infeccién (10-25 dias) 4. 20 controles adultos sanos. Concluyen
gue los marcadores de coagulacion vy fibrinolisis se elevan tras el parto
para disminuir a valores de adultos en las primeras 24h. El trabajo de
parto de mas de 20h no marca la diferencia. La infeccion aumenta los

marcadores de forma similar a los adultos (84).

Schneider DM. y cols (1997), determinan proteinas de coagulacion y
DD en sangre de cordon de 59 RN (53 RNT, 6 RNPT) y sus 59 madres
(sangre vena cubital). Encuentran ademas de las diferencias ya
reflejadas por otros autores en cuanto a factores e inhibidores de
coagulacion, niveles mas bajos de VWF, PAl y mas altos de DD (1514+/-
953 ng/mL) que en sangre materna (744,45+/-138,23), aunque no
encuentran diferencias segun el modo de parto. Atribuyen los niveles
encontrados a una prolongacion de su vida media debido a una
disminucién de su aclaramiento por el sistema reticulo endotelial, pero
mas probablemente a la activacion del sistema coagulacion — fibrinolisis
gue se produce durante el parto. EIl método inmunolégico empleado es
el ELISA (254).

Mautone A. y cols (1997). Evaltan las variaciones en la activacion del
sistema de coagulacion y fibrinolisis en el RNPT enfermo (n=63) divide a
los RN en 4 grupos: 1. RN con SDR. 2. RN con asfixia al nacimiento, 3.
RN con sepsis y RN infeccion leve. 4. RN sano (control). Obtiene las
muestras al primer y 7° dia de vida de sangre venosa. Aunque la

muestra en cada grupo es escasa encuentra niveles elevados de DD y
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tPA en el grupo de RNPT con SDR vy asfixia respecto al grupo control, y
de RN sépticos respecto al grupo de infeccion leve, pero no establece
valores de referencia normales, ni determina cual es el punto de corte

para el grupo control . Método: ELISA (69)

Nako Y. y cols (1997) Estudian los niveles de trombomodulina en RN
de MBPN y con asfixia, encontrando niveles mas elevados en estos
respecto a RNT sano, reflejo del dafio endotelial y de un menor
aclaramiento renal. En este estudio determina en una menor proporcion
de nifios los niveles de DD (n=49, n=44 respectivamente), encontrando
que en RNPT y con asfixia estan mas elevados, probablemente por
activacion de la coagulacion y dafio endotelial que se produce en el
mecanismo del parto. Obtiene muestra de sangre arterial en la primera
hora tras el nacimiento. EI método empleado es la aglutinacion latex

fotométrico (48).

Murtha A. y cols (1998) estudian las concentraciones de DD en vena
umbilical tras el parto, con o sin trabajo de parto. Aunque la metodologia
es cuestionable, estudian 59 muestras de sangre de cordon establecen
4 grupos: 1. RNT con trabajo de parto vaginal (n=20) 2. RNT con trabajo
de parto por CST (n=12) 3. RNPT parto vaginal (18). 4. RNT por CST sin
trabajo de parto (n=9). Encuentran solo diferencias significativas en los
niveles de DD entre los nacidos con trabajo de parto (niveles mas altos,
tanto en a término como pretérmino) o sin €l (CST), lo que les sugiere

una activacion de la fibrinolisis fetal tras el trabajo de parto (98).

Dati F. y cols (1998) revisan en su articulo la relevancia clinica de los
marcadores de activacion de coagulacion vy fibrinolisis entre los que se
encuentran los DD. Hace referencia a lo encontrado por Ries M. 1996
(75).

Knofler R. y cols (1998) investigan las concentraciones plasmaticas de

marcadores de activacion de la coagulacion y fibrinolisis en sangre
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venosa de 79 RN sanos, 38 nifilos y 17 adultos, a los 2 y 4 dias de vida.
Encuentra valores elevados de DD en el RN respecto a los otros 2
grupos, que se mantienen elevados a los 12 dias. Concluye que el
estrés mecanico que supone el parto, la adaptacién circulatoria y el leve
estado de hipoxia podrian justificar estos hallazgos, ademas de
considerar una posible activacion intrauterina. Utiliza como método
ELISA (76).

Suzuki MD (1998) determina las concentraciones plasmaticas de DD
(como parte de los criterios diagnosticos de CID) en sangre de cordon
umbilical de 93 RN, 58 de los cuales sufren asfixia (Apgar 5 minutos <7).
Sus resultados establecen una correlacion positiva entre nivel de DD y

CID en RN con asfixia. No consta el método utilizado (256).

Akira Shirahata (1998) también determina niveles de DD en un intento
de establecer criterios diagnésticos de CID en RN MBPN (<1500) y
concluye que si bien el marcador nimero de plaquetas es aplicable a RN
MBPN, los marcadores del sistema fibrinolitico (fibrinbgeno y DD) no son
validos, dado que las concentraciones que encuentran son mas bajas
gue en RN mayores de 1500g sin CID, Método: emplea el latex

semicuantitativo (257).

En un estudio metodolégicamente cuestionable, Higgins J.y cols (2000)
intentan valorar el efecto de la pre-eclamsia en el sistema de
coagulacion-fibrinolisis neonatal. Estudio de niveles de TAT y DD en 16
embarazadas con preeclamsia, 17 embarazadas sanas, y sangre de
cordon de sus RN. Concluyen que no hay diferencias significativas entre
TAT y DD en embarazadas con/sin preeclampsia y que el sistema de
coagulacion fetal estad protegido de los cambios maternos. Encuentra
niveles de DD dentro del rango normal para adultos (pero no define el
valor de corte) y relaciona estos hallazgos con el modo de parto (en este
estudio ceséarea electiva, sin trabajo de parto) a diferencia de otros

autores en los que los niveles de DD estan elevados en relacién con la
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activacién del sistema hemostatico neonatal asociado con el parto
vaginal normal. Método: ELISA (255).

Tay SP. y cols (2003) escriben un articulo muy interesante que
determina niveles de factor tisular (TF), inhibidor plasmético del factor
tisular (TFPI), y DD en sangre de corddn de RNT (n=50) comparando
con valores de adulto sano. Encuentran niveles de DD en sangre de
cordén mayores que en adultos (valor de corte 130 ng/mL) con una
distribucion no normal. Coinciden con otros autores en que los mayores
niveles de DD sangre de corddn son reflejo de activacion de fibrinolisis
fetal que sigue al parto y representa un grado de activacion de la
coagulacion resultado de ajustes circulatorios como cierre del conducto
venoso, o del ductus (DAP), o retraso en el aclaramiento renal de RN. Y
gue ademas permite eliminar los depdsitos de fibrina para preservar el
flujo sanguineo adecuado y permeabilidad vascular en sangre de cordén
aun en presencia de la injuria que puede suponer el nacimiento.
Método: ELISA (253).

En un relativamente reciente estudio publicado por Monagle P. y cols
(2006) (6) se muestran rangos de referencia de proteinas del sistema de
coagulacion vy fibrinolisis, incluyendo D-dimeros en poblacién pediatrica
(incluye 112 neonatos). En €l se recomienda el establecimiento de cada
laboratorio de sus propios rangos de referencia, segun edad, vy
especificos de cada test (reactivos y analizadores), ya que ellos
demuestran variaciones de los rangos de referencia absolutos segun el
sistema analizador y reactivo utilizado. Comparan sus resultados con los
establecidos por Andrew concluyendo, que al igual que Andrew M., los
niveles de proteinas hemostaticas siguen un proceso de desarrollo
dindmico con valores que cambian con la edad, y atribuye las diferencias
obtenidas a los diferentes test de laboratorio y reactivos utilizados,
aunque Andrew M no determina en ninguno de sus estudios
concentraciones de DD. Utliza como método el latex

inmunoturbidimétrico.
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Gursoy T y cols (2002, 2007) estudian componentes del sistema
fibrinolitico y la capacidad global fibrinolitica (deteminacion de DD
generados tras una fibrinolisis controlada) en relaciéon al SDR del RN
pretérmino, y encuentran que concentraciones mas bajas de estos
podria explicar la capacidad subdptima de este sistema para eliminar la
fibrina de microcirculacion pulmonar y pequefia via aérea, y asi favorecer
el SDR. En uno de los estudios expresa la concentracion basal de DD y
los refiere elevados respecto a los niveles de adultos descritos en la
literatura, pero no constan. Utiliza sangre obtenida de catéter en las
primeras 6h. antes de la heparinizacion. ElI método utilizado: latex

inmunoturbidimetrico (258).

La relacion de la activacién endotelial en mujeres con preclamsia y
sangre de cordon del RN es investigada por Catarino C. (2008) que
determina niveles plasmaticos de DD entre otros (tPA, PAI 1) en mujeres
con/sin pre-eclamsia (n= 44,42) y sangre de cordon de sus RN.
Encuentra que los valores en estos son menores que los de sus madres,
pero, mayores que los reflejados por otros autores procedentes de

cesareas sin trabajo de parto. Utiliza como método el ELISA (259).

Takahashi D. y cols (2013), evaluan el estado de hipercoagulabilidad y/o
CID en RN enfermos utilizando como marcador monémeros de fibrina.
En su estudio estan reflejados también valores de DD, y aunque no

estan definidos valores de corte, ni rango de referencia (260).

Para la valoracion de alteraciones estructurales en la pared de la aorta
en relacion con el riesgo cardiovascular posterior, Ciccone MM. y cols
(2013) evaluan a 70 madres con/sin factores de riesgo y 70 RNT en
guienes determinan el diametro anteroposterior de la aorta abdominal
infrarrenal y parametros bioquimicos en sangre de cordodn, entre los
gue se encuentran los DD. Encuentran relacion estadisticamente

significativa entre DD y diametro de aorta, y refieren niveles mas
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elevados en neonatos respecto a nifios mayores y adultos pero no lo

referencian. El método de analisis no consta (261).

Recientemente se ha publicado un estudio de Christensen RD. y cols
(2014) donde establecen rangos de referencia de 175 RNPT (agrupados
por edades gestacionales) para los test mas comunes de evaluacion de
coagulacion vy fibrindlisis, y que incluye los DD. Obtienen la muestra de
sangre de cordén. Aunque su determinacion no es el objetivo principal
del estudio y no establece punto de corte ni rango de referencia del
laboratorio, los valores que aparecen estan elevados respecto a los
valores de adultos. Hay que tener en cuenta que las unidades
expresadas son unidades equivalentes de fibrindbgeno a diferencia de la
mayoria de estudios. Utilizan método de analisis latex cuantitativo
inmunoturbidimétrico (252)
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Tabla 1.6 Estudios DD en poblacién neonatal
ESTUDIO OBJETIVO MUESTRA | METODO VALORES VALOR | HIPOTESIS
(afio) ESTUDIO (dia) (N total y subgrupos) REF.
Hudson Valores de Cordén 1°d | Latex semi- | <250 mg/L 24 RNT 7 PT | 250 mg/L | Ajustes circulatorios
(1990) referencia Vena 1°-5°d | cuantitativ. | >250 mg/L.21 RNT 8 PT | aclaramiento renal
n=45 RNT n=15PT
Corrigan S.fibrinolitico | Cordén RN | ELISA CC 632 £ 436 ng/mL 20-270 Hipercoagulabilidad y
(1992) en CC Vena (CC) RN 84 + 58 ng/mL ng/mL trombosis en CC
1°- 29°d n=15CC n=42 RNT
Ries Marcadores | ‘4? ELISA i? Ajustes circulatorios
(1996) CIF
Scheider Valores de Cordén ELISA RN 1514+ 953 ng/mL 20-400 | aclaramiento
(1997) referencia 1°d Emb 744+138,23 ng/mL | ng/mL Activacion sistema C/F
n=59 RN n=59 embaraz en el parto
Mautone Sistema C/F | Venosa ELISA SDR 1242 + 206 ng/mL Activacion sistema C/F
(1997) RNPT 1°-7°d Asfixia 1027 + 379 ng/mL en el RN enfermo
enfermo Sepsis 7674341 ng/mL
RN sano 777+406 ng/mL
n=63 ( 16,7, 25 ,15)
Nako Niveles de Arterial th | Latex MBPN 6.2 mg/L Dafio endotelial
(1997) TM RN 1°d fotométric RNT 1.8 mg/L
MBPN y DD n =44 MBPN asfixia 14
n=49 RN sano
Murtha Activacion S. | Cordén ELISA trabajo p 427ng/mL 120 Activacion sistema C/F
(1998) fibrinolitico 1°d trabajo p CST 773 ng/mL | ng/mL en el parto.
tras parto PT p vaginal 326 ng/mL
CSTsin trabajo 87 ng/mL
n=59 (20,12, 18, 9)
Dati (1998) | Revision e e e e s
Knofler Marcadores | Venosa ELISA 79 RN ..420ug/L estrés del parto
(1998) CIF <12 38 nifios.. 22,5 ug/L ajustes circulatorios
17 adultos.. 23 pg/L leve hipoxia
Suzuki CID en RN Cordon No consta 93 RN, 58 asfixia Activacion sistema C/F
(1998) con asfixia en RN asfixia
Shirahata CID enRN ELISA n=52, 34 MBPN sin CID | 200 Criterios dx CID en
(1998) MBPN SimpliRed | <200ng/mL ng/ML <1500g
Higgins Preeclamsia | Corddn ELISA RN sin PE 150 ng/mL Circ fetal protegida de
(2000) Sistema C/F | 1°d RN con PE 225 ng/mL los cambios en la circ
RN materna
Gursoy Fibrinolisis Vena umbil | Latex 2,6pg/mL 1,6 pg/mL Activacion sistema C/F
(2002,2007 | DD, SDR 12-6horas | turbudimétr | 29 RN SDR, 18 RNsano SDR hipofibrinolisis
Tay Valores de Cordén ELISA RN 924 + 733 ng/mL 39-130 Ajustes circulatorios
(2003) referencia 1°d Adultos 45 £ 17 ng/mL ng/mL | aclaramiento renal
n=50 Permeabilidad vasc
Monagle Valores de Venosa Latex 1,47ug/mL; 1,34 pg/mL 0,05-0,4 | “Developmental
(2006) referencia 1°-3° turbudimétr | n=112RN pg/mL hemostasis”
Catarino Fibrinolisis Cordén ELISA RN 200,4 ng/mL Efecto protector de
(2008) preeclamsia | tras parto RN con PE 190,7 ng/mL alteraciones de PE
n=40; n=44
Takahashi | MN fibrinaen | venosa Latex 6,7+ 6,9 ug/mL Correlacion SFMN-DD
(2013) RN CID turbidimétr | 15 8+ 40 pug/mL N=216 Hipercoagulabilidad
Ciccone Alt Ao RN Cordon 332+ 648 pg/mL Riesgo vascular
(2013)
Christensen | Valores de Cordén Latex <28: 325-1775ngFEU/mL Mejorar pratica
(2014) referencia 1°d turbidimétr | >28: 225-3100ngFEU/mL trasfusional PFC
RNPT N=175

Cardiopatia congénita (CC), Sistema C/F(coagulacién/ fibrinolisis),TM (trombomodulina), RNMBP (bajo peso al
nacimiento) PE (pre-eclamsia). Mondmero fibrina soluble (SFMN), plasma fresco congelado (PFC). Ao (Aorta)
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1.2 MOTIVOS Y JUSTIFICACION. FUNDAMENTO DEL TRABAJO .

El conocimiento del normal desarrollo postnatal del sistema de coagulacion
es esencial para investigar los trastornos hemorragicos y trombaticos en el

neonato.

Los estudios de Andrew M. y cols han demostrado que la hemostasia
humana es un proceso dinamico, influenciado por la edad, con valores que
cambian sobre todo en las primeras semanas de vida y que fueron
acufiados con el término de “developmental hemostasis”. Trabajos
posteriores realizados por otros investigadores han confirmado estos
hechos y asi, se ha evidenciado que la gran mayoria de procoagulantes,
anticoagulantes y proteinas implicadas en la fibrinolisis son dependientes
de la edad gestacional pero también de la edad postnatal. EIl sistema
hemostasico neonatal madura durante las primeras semanas y meses de
vida alcanzando valores de adulto a los 6 meses. Los recién nacidos
prematuros presentan un modelo de maduracion acelerada con niveles

de proteinas de coagulacion similares a los RNT a los 6 meses.

Esta referido por numerosos autores la necesidad de utilizar rangos de
referencia apropiados a cada edad pediatrica y conocer los reactivos,
analizador y técnicas de laboratorio empleadas, dada la importancia que
esto tiene a la hora de la interpretacion de los resultados. Hecho
especialmente importante en poblacion neonatal donde los cambios en las
proteinas hemostéticas se producen en dias o semanas. El diagndstico
exacto de los trastornos hemostaticos es necesario en el manejo actual de
los recién nacidos que con frecuencia deben someterse a intervenciones
quirargicas y procedimientos diagnosticos y /o terapéuticos invasivos con

riesgo de complicaciones hemorragicas y/o tromboembdlicas.

La dificultad técnica de obtencion de la muestra adecuada, el pequefio
tamafo de las muestras que se recogen, y el gran niumero de nifios que

deben ser estudiados debido a la gran variabilidad existente de los distintos
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valores para cada edad, en relacion a los valores de adultos, hace dificil
encontrar valores de referencia para cada uno de los parametros en esta

poblacion.

Los D-dimeros (fragmentos D de fibrina unidos covalentemente), es el
resultado de la accion de la plasmina sobre la fibrina estabilizada por el
factor Xlll, y su aumento se constituye como el indicador hematolégico mas
sensible de proceso trombdtico, que indica la respuesta del organismo

activando la fibrinolisis ante la existencia de un trombo.

Su determinacion como biomarcador de activacion de la coagulacion y
fibrinolisis y su aplicacion en la préactica clinica en poblacién adulta ha sido
ampliamente demostrada y reconocida sobre todo por su elevado valor
predictivo negativo.

En neonatos, los DD supondrian un marcador biolégico que por su facil
obtencion y determinacion resultaria de utilidad para el diagndstico
precoz de la trombosis neonatal (arterial y venosa), y en el seguimientoy
monitorizacion del paciente con factores de riesgo para el desarrollo de
trombosis, como pueden ser los neonatos portadores de catéter umbilical
(factor de riesgo predominante en estos pacientes) entre otros. También
seria de aplicacibn para el seguimiento del paciente sometido a
tratamiento anticoagulante 6 antitrombético en un intento de optimizar la

prevencion y minimizar el riesgo de complicaciones del mismo.

Existen pocos estudios publicados de valores de referencia de D-dimeros
para recién nacidos sanos al nacimiento. Estos valores estan basados en
muestras de sangre de cordon fundamentalmente y obtenidos de
poblaciones reducidas, por ello consideramos interesante ampliar la
informacion obtenida de estos estudios, con un mayor niumero de casos y

determinar los valores de D-dimeros en el recién nacido sano.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2 HIPOTESIS

Ho: Los valores de D-dimeros en neonatos y su distribucion siguen un

patron distinto al de adultos.
Hi: Los valores de D-dimeros en neonatos y su distribucion siguen un

patrén igual al de adultos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar las concentraciones plasmaticas de D-dimeros en poblacion

neonatal sana.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1) Comparar los niveles plasméticos de D-dimeros en neonatos con los
valores establecidos para adultos.

2) Determinar las concentraciones plasmaticas de D-dimeros en sangre

de corddn de recién nacidos (RN).

3) Determinar las concentraciones plasmaticas de D-dimeros en sangre

venosa de neonatos al segundo o cuarto dia de vida.

4) Comparar los niveles plasmaticos de D-dimeros entre estos dos

grupos.
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4 MATERIAL Y METODOS.

4.1

DISENO DEL ESTUDIO.

4.1.1 Caracteristicas generales del estudio.

Estudio de las concentraciones plasmaticas de los D-dimeros en
sangre de cordon de todos los recién nacidos ingresados en la

maternidad del Hospital Lluis Alcanyis de Xativa durante 6 meses.

Estudio de las concentraciones plasmaticas de D-dimeros en sangre
venosa de neonatos al segundo o cuarto dia de vida, de la misma

maternidad, durante 4 meses.

4.2 TIPO DE ESTUDIO SELECCIONADO.

Prospectivo. Descriptivo. Observacional simple, transversal, en un

hospital de nivel Il.

4.2.1 Justificacion de la eleccion

4.2.2

El estudio fue descriptivo, debido a la propia naturaleza de las variables,
ya que no es posible controlar los valores del D-dimero sino tan sélo
medirlos. Este tipo de estudio nos permite caracterizar la distribucién de
los DD, y su comportamiento frente a diferentes variables, pero no
establecer relaciones de causalidad. Es importante evitar sesgos de
informacion y seleccion mediante una adecuada definicion criterios de

inclusién y exclusion.

Poblacion.

Criterios de inclusion y exclusion de los sujetos de estudio.
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a. Criterios de inclusion:

El reclutamiento de pacientes se realizé durante 6 meses para la
obtencion de muestras de sangre venosa de cordon umbilical de RN
sanos (del 1 de Diciembre de 2004 al 30 Mayo de 2005 inclusive), y
4 meses para la obtencion de muestras de sangre venosa periférica
de RN sanos al segundo o cuarto dia de vida (del 1 de Marzo de
2009 a 30 de Junio de 2009 inclusive). En RN por cesarea la

extraccion de la muestra fue al cuarto dia de vida.

Criterios:

- Todos los recién nacidos ingresados en la maternidad del Hospital
LLuis Alcanyis de Xativa (Valencia), asi como los remitidos desde
otro centro para los que dicho hospital es referencia (Hospital de
Onteniente).

- Recién nacidos sanos de 36 a 42 semanas de gestacion (SG).

- Profilaxis con 1mg de vitamina K al nacer. El rango de tiempo
después de la inyeccién de vitamina K para las muestras recogidas el
segundo dia de vida, de mas de 24 horas.

El estudio fue aprobado por el Comité ético del hospital (Anexo 1).
Fue obtenido para cada uno de los pacientes el consentimiento

informado (Anexo 2 y 3).

b. Criterios de exclusién:
- Referidos al RN:

= Se excluyeron del estudio aquellos RN que desarrollaron

con anterioridad o en la semana posterior a la
determinacién enfermedades en las que esta descrita una
activacion del sistema de coagulacion y fibrinolisis:

o Enfermedad por déficit de surfactante (EDS).

0 Sepsis.

o Pérdida de bienestar fetal (Apgar menor de 5

al minuto de vida).
o Hipertensiéon pulmonar primaria (HTPP).

o Ductus arterioso persistente (DAP).
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Cardiopatia congénita (CC).

Policitemia.

Hijo de madre diabética (HMD)
Deshidratacion.

Shock.

Coagulacion intravascular diseminada (CID).
Malformacion vascular placentaria.

Onfalitis.

OO O O o o o o o

= RNPT menores de 36 semanas de gestacion (SG).
No incluimos la poblacion de RNPT porque las mujeres
embarazadas de este grupo tienen con mas frecuencia
patologia gestacional que influye en la fibrinolisis fetal (pre-
eclamsia, desprendimiento prematuro de placenta, retraso
de crecimiento intrauterino) y por tanto en la determinacion
de los DD.

- Referidos a la madre:

* RN de madres sometidas a tratamientos con medicaciones
que pudieran alterar el sistema de coagulacion vy
fibrinolisis.

o Corticoides prenatales.
o Anticonvulsivantes.
o Anticoagulantes.

= RN de madres con enfermedades O procesos

gestacionales que asocian de por si mayor riesgo de trombosis

como la embolia del liquido amniotico, el desprendimiento de
placenta, la pre-eclamsia, el feto muerto y el sindrome

antifosfolipido.
- Referidos a las muestras

» Las muestras coaguladas o muy hemolizadas se

excluyeron del estudio.
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= Las muestras que pudieran causar interferencias en la
realizacion del test: hiperbilirrubinémicas, hiperlipémicas..
segun especificacion del fabricante (Diagnostica Stago
Roche®). Plasmas especialmente turbios lipémicos pueden
subestimar el nivel de dimero-D (recomiendan que el valor de
la absorbancia a 540 nm del plasma diluido al 1/6 en STA®
Diluent Buffer sea inferior a 0,35). Refieren que no se
producen interferencias significativas por hemoglobina,
bilirrubina conjugada, bilirrubina no conjugada, heparinas no
fraccionadas y heparinas de bajo peso molecular hasta 5 g/,
290 mg/l, 200 mg/l y 2 Ul/ml, 2 Ul anti-Xa/ml respectivamente.
Los andlisis fueron efectuados conforme a la guia EP7-A2 de
CLSI. Las concentraciones de productos de degradacion del
fibrinbgeno mayores de 15 pg/ml, la presencia de factor
reumatoide a concentraciones superiores a 50 Ul/ml o
anticuerpos anti-albimina bovina y/o anti-raton pueden llevar a

una sobre estimacion de los niveles de dimeros D (160;262).

4.2.3 Tamaio de la muestra:
402 muestras de sangre de corddn, 271 muestras de sangre venosa.

4.2.4 Metodo de captacion y /o seleccion de sujeto  s.

Se realiz6 a partir del registro de ingresos de la unidad de neonatos y
maternidad de nuestro centro, tras verificar si cumplian los criterios
de inclusion en la historia clinica de cada uno de ellos y en la historia

clinica de la madre. Firmado el consentimiento informado.

4.2.5 Técnica de asignacion.

No hubo técnica de asignacion, ni muestreo dado que se analiz6 toda
la poblacion de estudio, coincidiendo asi muestra y poblacion de

estudio. Se analizaron consecutivamente todos los recién nacidos.
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4.3 DEFINICION Y MEDICION DE VARIABLES. RECOGIDA DE DATOS.

4.3.1 Enumeracion y definicion de variables.
Descripcion de variables (Anexo 3).
1. Variables perinatales y de identificacion.
o Nombre
Numero de paciente.
Numero de historia clinica / SIP
Fecha de nacimiento
Sexo

o O O O o

Edad gestacional (determinada segun fecha de Ultima
regla (FUR) y exploracion fisica del RN mediante el
test de Finstron)
o Edad postnatal, dias de vida.
2. DD en sangre de cordon.
3. DD en sangre venosa al segundo o cuarto dia de vida.
4. Variables clinicas.
= Exploracion fisica de cada RN.
»= Peso al nacimiento
= Clasificacion por edad gestacional: PEG, AEG,
GEG (pequefio, adecuado y grande para la edad
gestacional)

»= Puntuacién Apgar.

5. Variables obstétricas.
- Tipo de parto:
» Cesérea o parto vaginal
= Eutdcico o distocico
= Espontaneo o inducido.
- Tipo de Anestesia: epidural /intradural / general/ local/
ninguna.
- Duracion del parto:
*Horas del periodo de dilataciéon en minutos.

*Horas del periodo de expulsivo en minutos.
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- Finalizacion del parto: Instrumentado o no instrumentado.
Si es instrumentado qué tipo de instrumentacion: vacuum,
forceps o espatulas.
6. Otras variables bioldgicas
» Pruebas de coagulacion: 1Q, TTPa, fibrindgeno.
= Hematocrito.

4.3.2 Fuentes de informacion y técnicas de medicion
4.3.2.1 Fuentes de informacién: historia clinica neonatal y materna.

4.3.2.2 Técnicas de medicion.

- Para las variables clinicas se utilizaron:

» Exploracién fisica neonatal diaria y cuando fue preciso
por las condiciones clinicas.

» Peso: balanza automatica marca Moba Xic®.

* Longitud y perimetro cefalico, tallimetro marca Afio
Sayol®, medicién del perimetro cefdlico mediante cinta
meétrica anotando el diametro mayor occipito- frontal.

- Para las variables de laboratorio:
Todas las determinaciones se realizaron con el STA-
Compact Analizador de Coagulacion automatizado
(Diagnostica Stago, France) con 2.5 ml de plasma (1Q, TTPa,
fibrinbgeno y D-dimero).
Las técnicas de medicion utilizadas para cada uno de los
parametros fueron las siguientes:
= Para el Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (TTPa)
se utilizé como reactivo Pathromtin SL® (Dade Behring Inc).
»Para el Tiempo de Protrombina (indice de Quick), el
reactivo Thromborel® S, (Dade Behring Inc).
» Para la determinacion del Fibrindbgeno el Dade® Reactivos
(Dade Behring Inc®), basado en la medida del tiempo de
coagulacion del plasma diluido cuando se agrega un exceso

de trombina.
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=Los niveles de los D-dimeros se midieron utilizando el
Sistema de test de Coagulacién (STA Compact Analyser) y
el Reactivo Liatest D-Di test kit (Diagnostica Stago, France,
laboratorios Roche®) mediante la técnica aglutinacion latex
de segunda generacion inmunofotométrica.

= Para los procesos de control de calidad se utilizaron el
STA-System Controls N (normal) y P (anormal),
proporcionados por el fabricante (Diagnostica Stago,
France).

» El Hemograma se realizé con Coulter LH 750® (Beckman
Coulter).

4.4 PROTOCOLO DE ESTUDIO.

4.4.1 Planilla de datos.

Los datos fueron introducidos en una hoja de calculo (Office Excel

2003, Microsoft®) disefiada de manera especifica para el presente

estudio.

4.4.2 Obtencion de la muestra.

i) Procedencia de la muestra

a) Muestra de sangre venosa de corddén umbilical.

Muestra de sangre de cordon umbilical de todo recién
nacido sano entre 36-42 semanas de gestacion.

La muestra fue obtenida inmediatamente tras el parto. El
cordén umbilical fue clampado doblemente y la sangre
extraida de la vena umbilical.

La técnica de extraccion se realiz6 con aguja 21G 0,8 x 40
mm y jeringa de 5 ml Terumo®. No se realizo la técnica de
ordefio del cordén umbilical (“milking”). El pinzamiento del
mismo fue realizado en el primer minuto de vida siguiendo

las recomendaciones del momento. Foto 4.
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Foto 4.1. Patricia Correcher. Extraccion de sangre de vena de cordén
umbilical. Hospital Lluis Alcanyis (Xativa). Mayo 2004

b) Muestra de sangre venosa periférica de recién nacido.
Muestra de sangre venosa de neonatos al 2° dia de vida
tras parto vaginal, o al 4° dia de vida de los nacidos por
cesarea, en recién nacidos sanos entre 36 y 42 semanas

de gestacion.

La técnica de extraccion, fue coincidente con la extraccion
realizada para la determinacion de pruebas metabdlicas en
sangre venosa (2.5 ml), mediante venopuncién con aguja
n® 21G, 22G (técnica de “aguja rota”) del dorso de la mano

(0,8 x 0,40 mm, marca Terumo®).

El cambio de pauta respecto a la extraccion de sangre
para la determinacion de pruebas metabdlicas (en sangre
venosa en vez de sangre de talon) se consultd con el
Servicio de metabolopatias del hospital de Referencia
(Hospital Infantii La Fe) que lo considerd igualmente
adecuado. Se aportan referencias bibliograficas que
apoyan una menor agresividad de la extraccion venosa

sobre la extraccion de talén (263;264).
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El protocolo de recogida de muestras tanto de sangre
venosa como de sangre de corddn coincide con el
publicado por otros estudios y esta validado, asi como la
técnica empleada para su obtencién (6;265) con el fin de

obtener muestras adecuadas. Fotos 4.2y 4.3

Foto 4.2. Patricia Correcher. Extraccion de sangre de vena periférica.
“Técnica aguja rota”. Hospital Lluis Alcanyis (Xativa). Junio 2009

Foto 4.3. Patricia Correcher. Extraccién indolora de sangre venosa.
“Técnica aguja rota”. Hospital Lluis Alcanyis (Xativa). Junio 2009.

i) Volumen de la muestra
Se precis6 un volumen de muestra de 2.5 ml, 0,2 ml para la
determinacién de pruebas metabdlicas, 1,8 ml para pruebas
de coagulacién y hemostasia y 0.5 ml para hemograma (36).
Solo fueron necesarios 10 pL de plasma para la determinacion
de DD.
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No se sobrepasé un niumero promedio de una extraccion por

neonato.

iii) Almacenamiento de la muestra

Preparacion del plasma para realizacion de pruebas de
coagulacion.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos citratados
Vacutainer Branel® que contienen 1 volumen de citrato sddico
(0,11mol/L) por 9 volimenes de sangre. Estos tubos estan
marcados con una linea indicadora del punto hasta donde
deben ser rellenados de sangre, asegurando idéntica
anticoagulacion para todas las muestras recogidas, y una
adecuada relacion anticoagulante. Fueron centrifugadas a
3500 rpm durante 15 minutos, de acuerdo a las
recomendaciones y guias publicadas, British Journal of
Haematology y Thrombosis Task Force en su apartado
referido neonatos (36).

Para la realizacion del hematocrito las muestras se recogieron
en tubos microtainer neonatales de 500 microlitros de volumen
maximo (Terumo capiject®).

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente,
efectuandose las diversas determinaciones en el plazo de 12
horas desde su extraccion (36).

Dependiendo del volumen de sangre obtenida se realizaron
una o dos determinaciones para cada uno de los parametros.
No se utilizaron muestras congeladas para los test de
coagulacion. Muestras coaguladas o hemolizadas se
excluyeron asi como aquellas que pudieran causar
interferencias analiticas segun las recomendaciones del

fabricante y lo citado anteriormente.
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4.4.3 Procesamiento de la muestra.
Todas las determinaciones fueron realizadas con el STA-Compact
Analizador de Coagulacion automatizado (Diagnostica Stago,
France) con 2.5 ml de plasma (IQ, TTPa, fibrinbgeno y D-

dimeros).

El Analizador STA-Compact es un método automatico, basado en
la viscosidad, que mide la reduccion del movimiento inducida por
el coadgulo de una bola de metal sumergida en la muestra
sometida a un campo electromagnético alternante. La deteccién
mecanica del coagulo no se ve afectada por contenido de
hemoglobina (hemdlisis), bilirrubina o lipemia en las muestras,
gue puede ser fuente de error en las determinaciones realizadas
por otros métodos basados en la transmision de la luz como el

sistema ACL utilizado en la publicaciones de Andrew (1).

El Analizador STA-Compact permitio la realizacion de analisis
coagulométricos (por medicién de viscosidad del medio, principio
electromagnético) cromogénicos e inmunoldgicos por medicion
fotométrica (6). Esta ultima determinacion se basa en el aumento
de la turbidez de una suspension de microparticulas de latex
medida mediante fotometria. Cuando las microesferas de latex,
sobre cuya superficie se han fijado por enlace covalente
anticuerpos especificos del dimero D, se mezcla con el plasma,
cuyo nivel de dimero D se desea estudiar, la reaccion antigeno
anticuerpo que ocurre provoca la aglutinacion de las microesferas.
Este fendmeno conduce al aumento de la turbidez de la mezcla
de reaccion y por lo tanto a un aumento de la absorbancia del
medio. La magnitud de este aumento es funcion de la cantidad del

dimero D contenida en el plasma en estudio.
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l

Foto 4.4. Patricia Correcher. Coaguldémetro STA-Compact (Diagnostica Stago
France). Hospital Lluis Alcanyis (Xativa). Junio 2009.

Los métodos individuales se detallan a continuacion:

El Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (TTPa) se
realizd utilizando como reactivo Pathromtin SL® (Dade
Behring Inc) que contiene particulas de bioxido de silicio,
fosfolipidos vegetales, cloruro de sodio (2,4 g/l), hepes
(14,3 g/l), ph 7,6. La incubacion del plasma con cantidades
optimas de fosfolipidos y un activador de superficie activa
los factores del sistema enddgeno y mediante agregacion
de iones calcio se desencadena el proceso de coagulacion.
Se midio el tiempo trascurrido hasta la formacion de un

coagulo de fibrina. El resultado se expreso en segundos.

El Tiempo de Protrombina (segun Quick), utiliz6 como
reactivo Thromborel® S, (Dade Behring Inc) tromboplastina
humana conteniendo calcio, que se incubd con el plasma,
midiendo el tiempo trascurrido hasta la formaciéon del
coagulo de fibrina. El valor medido puede expresarse en
segundos, en % del valor normal, como tasa de
protrombina (Prothrombin Ratio, PR) o en la tasa
internacional normalizada (INR). En nuestro caso se
expresO en % del valor normal. Al calcular los resultados
en el % del valor normal, se tuvieron en cuenta los

manuales de referencia del aparato de medida de
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coagulacion para elaborar de forma adecuada la curva de
referencia en % del valor normal. Los rangos de referencia
(percentil 5-95) establecidos por el fabricante son:
fibrindbgeno derivado: 1,8-3,5 g/l, % del valor normal: 70-
130%.

» EIl Fibrindgeno se realizo utilizando el Dade® Reactivos
para determinacion del Fibrinogeno (Dade Behring Inc®),
basado en la medida del tiempo de coagulacion del plasma
diluido cuando se agrega un exceso de trombina, basado
en el principio de Clauss (266). El valor del tiempo de
coagulacion, obtenido de esta manera se comparé con el
de un preparado de fibrinbgeno estandarizado. Los
resultados se expresarén en g/l. Intervalo de referencia:
1,8-3,5 g/l.

= Los niveles de D-dimero se midieron utilizando el Sistema
de test de Coagulacion (STA Compact Analyser) y el
Reactivo Liatest D-Di test kit (Diagnostica Stago, France,
laboratorios Roche®). La muestra se mezclé con el
reactivo STA Liatest D-Di. Las particulas de latex
recubiertas de anticuerpos monoclonales especificos de D-
dimero (raton) aglutinan en presencia de productos de
degradacion de fibrina. La aglutinacion resulta en una
dispersion de luz mas fuerte que se mide como aumento
de densidad o6ptica. El cambio de la densidad Optica se
ley6 de la curva de calibracion. El nivel de dimero D (ug/ml)
de las muestras analizadas se mostraron en tiempo real

en la pantalla del aparato.

Los niveles de dimero D (ug/ml) se expresan en unidades
equivalentes de fibrindgeno (FEU). Por definicion, una FEU
es la cantidad de fibrinbgeno inicialmente presente que

lleva al nivel observado de DD. La cantidad actual de

87



D-dimeros en el recién nacido MATERIAL Y METODOS

dimero D es aproximadamente la mitad de una FEU. Asi un
valor de 0,500 pug/ml FEU es aproximadamente 0,250 ug/ml

(dimero D actual).

Los valores plasméticos de DD normales en adultos
referidos por el fabricante son inferiores a 0,50 (ug/ml)
(FEU). En los analizadores STA'y STA Compact los valores
de D-dimero (microgramos /ml) de las muestras analizadas
se representan en la pantalla en las unidades elegidas por
el operador, en nuestro caso ng/ml FEU. Teniendo en
cuenta que 0,50 ug/ml equivalen a 500 ng/ml, serian 250

ng/ml D-dimero equivalente.

Valores elevados se registran en el embarazo, mujeres que
ingieren anticonceptivos orales, ancianos, en condiciones
de actividad fisica y estrés y en otras situaciones clinicas.
Las recomendaciones del fabricante estan validadas por
estudios poblacionales (126). Se analizaron 50 muestras
humanas presuntamente normales (25 muestras
femeninas, 25 muestras masculinas) y se obtuvieron los
siguientes resultados: valor medio=0,23 pg/ml FEU con una
desviacion estandar de 0,14 pg/ml. Sin embargo, subrayan
gue cada laboratorio debe comprobar si los intervalos de
referencia pueden aplicarse a su colectivo de pacientes y
en caso necesario, establecer sus propios rangos de

referencia.

Las caracteristicas del método aportadas por el fabricante

son:

* Sensibilidad analitica o limite de deteccion de 0,22 ug/ml
en los sistemas STA como el nuestro.

* Intervalo de medicién de 0,22-4,00 pg/ml de D-dimero
(FEU). Si el test se realiza con dilucién automatica de la
muestra es 0,22-20 pyg/ml (FEU).
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» Especificidad, no esta referida, si bien apuntan que el
test no es sensible al fibrindgeno y al fragmento E, y que
existe actividad cruzada con el fragmento D que no tiene
efecto debido a que in vivo en condiciones fisiologicas la
actividad de la o2 antiplasmina se opone a la produccion

del fragmento D a partir del fibrindgeno.

Para los procesos de control de calidad se utilizaron STA-System
Controls N (normal) y P (anormal), proporcionados por el
fabricante (Diagnostica Stago, France). Los controles son
necesarios para verificar la exactitud y la reproductibilidad de los

resultados.

El Hemograma se realizO con Coulter LH 750® (Beckman
Coulter), mediante la tecnologia VCS, basada en la medida del
volumen, conductividad y dispersion laser de una particula.
Consiste en un citbmetro de flujo que identifica las células
mediante la medida de estos tres parametros, de manera
simultdnea pero independientemente unos de otros. Una vez
obtenidas las tres mediciones volumen, conductividad y dispersion
laser de cada una de las células, el analizador del COULTER
GEN?*S realiza un analisis individualizado de cada una de ellas,
clasificandolas segun estas tres variables e identificandolas. El
sistema de reactivos utilizado incluyé: LH 700 series diluient®
(solucion diluyente), Lysse Il Diff® (reactivo hemolizante para
contaje de leucocitos y determinacion de hemoglobina), LH 700
series pack® (reactivos para realizar la formula leucocitaria),
Clenz® (solucién de limpieza), Sangre control 5C® (sangre

control valorada para todos los parametros del hemograma).
La relacion sangre/anticoagulante no fue modificada para valores

de hematocrito. Basados en los valores de hematocrito de recién

nacidos sanos aceptable (36).

89



D-dimeros en el recién nacido MATERIAL Y METODOS

Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15
minutos y recogido el sobrenadante de plasma para su andlisis.
Todas las determinaciones se realizaron con técnicas publicadas

y validadas en estudios previos.

4.4.4 Autorizaciones

El estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital Lluis Alcanyis de
Xativa (Anexol).
Fue obtenido para cada uno de los pacientes el consentimiento

informado (Anexo 2 y 3).

4.5 ANALISIS ESTADISTICO. ESTRATEGIA DE ANALISIS P REVISTO.

En el tratamiento estadistico se utilizé el programa MEDCALC stadistical
software (version 15.4) 2015 Bélgica®. EIl criterio de significacion

estadistico se establecio en 0,05.

Se han empleado tablas de frecuencia, célculo de medianas,
proporciones y otras medidas de posicion, dispersion y forma, asi como,

intervalos de confianza.

Para determinar si las variables cuantitativas seguian una distribucion
normal o no se realizdé la prueba de Kolmogorov-Smirnov, siendo la
hipétesis nula que la variable sigue una distribucion gaussiana. Por
tanto, cuando las variables alcanzaban un grado de significacion
estadistica inferior a 0,05 se rechazaba la hipotesis nula de distribucion
normal y utilizamos pruebas “no paramétricas” para su analisis
estadistico. Las variables con distribucion normal se analizaron

mediante test estadisticos paramétricos.

Se calculo la diferencia entre variables cuantitativas utilizando: la T de
Student si las variables siguen una distribucion normal o la U de
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Mann-Whitney (6 Kruskal-Wallis) si no existe normalidad o igualdad de

varianzas.

Se empled el Chi-cuadrado (X2), para comparacion de proporciones.
Con la correcion de Yates si precisa o mediante el método exacto de

Fisher si el tamafio de la muestra es pequeiio.

Se empled la Regresion lineal y coeficiente de correlacion Sperman,
para evaluar asociacion entre variables, andlisis de la varianza y

regresion lineal multiple.

4.6 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA.

Se realiz6 una estrategia de busqueda bibliografica sistematica para
identificar estudios relevantes utilizando la base de datos Medline

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed. No se hicieron restricciones en cuanto

a lenguaje, afo o tipo de publicacion.

También se contacté con el laboratorio Roche® que nos proporciono las

referencias utilizadas en sus estudios de analizadores y reactivos.

Se realizé una busqueda retrospectiva exhaustiva y de actualizacion para
recuperar el mayor numero posible de referencias de la literatura publicada
sobre el tema “Developmental haemostasis”, “Activation markers of
coagulation and fibrinolisis” y “D-dimers in newborn”, acotando a poblacion

pediatrica-neonatal.
Se buscaron los articulos mas relevantes que incluyeran métodos de

laboratorio para la cuantificacion de los D-dimeros y su aplicacién clinica en

poblacion adulta y pediatrica- neonatal.
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RESULTADQOS
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5 RESULTADOS.

5.1 SUJETOS. MUESTRAS OBTENIDAS.

a)

b)

Muestras de sangre de cordon.

Se obtuvo un total de 402 muestras de sangre de cordon. Se

excluyeron quince casos por:

Cinco extracciones fallidas.

Una muestra por objetivarse un volumen de muestra insuficiente
para las determinaciones.

Tres muestras por ingreso de los nifios en la unidad de neonatos
en la semana posterior a la determinacion.

Seis muestras por prematuridad (semanas de gestacion menor de
36).

Quedaron 387 casos. Los datos correspondientes a estas muestras

figuran en la Tabla 5.1 (Matriz general de datos obtenidos).

Muestras de sangre venosa.

Se obtuvo un total de 271 muestras de sangre venosa de recién

nacidos de edades comprendidas entre dos y cuatro dias de vida. Se

excluyeron catorce casos por:

Siete extracciones fallidas.
Cinco por muestra insuficiente y/o coagulada.
Uno por cumplir criterios de exclusion.

Uno por prematuridad (menor de 36 semanas).

Quedaron 257 casos. Los datos correspondientes a estas muestras

figuran en la Tabla 5.1

Tabla 5.1 Sujetos. Nimero de muestras obtenidas.

Casos
MUESTRA Validos Perdidos/Excluidos
VENOSA DE CORDON 387 15
VENOSA PERIFERICA 257 14
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5.2 ANALISIS ESTADISTICO

5.2.1 Andlisis univariante de variables clinicas

A) SANGRE DE CORDON.

Se dispone de un total de 387 muestras correspondientes a idéntico nimero
de pacientes tras depurar la poblacion inicial. Como puede observarse en la
Tabla 5.2 existe un ligero predominio de mujeres (57,7%), en la mayoria
(98%) no ha existido pérdida de bienestar fetal y el peso medio es
adecuado a la edad gestacional. El resto de variables obstétricas
estudiadas (tipo de parto, procedimiento anestésico, duracion del parto y

finalizacion) figuran en la Tabla 5.2.

B) SANGRE VENOSA.

Se dispone de un total de 257 muestras correspondientes a idéntico nimero
de pacientes tras depurar la poblacion inicial. Como puede observarse en la
Tabla 5.2 existe un ligero predominio de varones (53,3%), en la mayoria
(97%) no ha existido pérdida de bienestar fetal y el peso medio también es
adecuado a la edad gestacional. El resto de variables obstétricas
estudiadas (tipo de parto, procedimiento anestésico, duracion del parto y

finalizacion) figuran también en la Tabla 5.2

C) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON FRENTE A
VENOSA.

Ambas poblaciones son similares en sus caracteristicas clinicas, no
encontramos diferencias significativas en cuanto a peso al nacimiento, y
pérdida de bienestar fetal. La edad gestacional media es de 39 semanas en
el grupo de cordon frente a 40 semanas en el grupo de sangre venosa y hay
un predominio significativo de sexo diferente en ambos grupos, mujeres en

sangre de cordon y varones en sangre venosa.

En cuanto a las variables obstétricas estudiadas (ver Tabla 5.2), no

encontramos diferencias significativas relacionadas con el tipo de parto, la
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duracion de éste y la forma de finalizarlo (via vaginal, cesarea o
instrumentado). Si que se observa diferencia entre ambos grupos en el
procedimiento anestésico empleado, con un predominio de anestesia local
en el grupo se sangre de cordon (60%) frente al grupo de sangre venosa

(44%) que incrementa su proporcion de anestesia neuroaxial (45%).

Tabla 5.2 Analisis univariante de las variables clinicas.

Variable sangre de cordén sangre venosa p
n 387 257
Edad gestacional (semanas)
Mediana (rango) 39 (36-42) 40 (36-42) 0,037
Sexo masculino 164 (42,3%) 137 (53,3%) 0.006
Sexo femenino 223 (57,7%) 120 (46,7%) '
Peso al nacimiento (gramos) ns
Media (DE) 3286 (486) 3272 (405)
Apgar al minuto
>7 379 (98%) 248(97%)
<7 8 (2%) 9 (3%) ns
Procedimiento Anestésico
General 11 (3%) 7 (3%)
Neuroaxial (epidural) 131(34%) 115 (45%) 0,0001
Local 233 (60%) 112 (44%)
Ninguno 12(3%) 20 (8%)
Tipo de Parto ns
Espontaneo 278 (72%) 176 (69%)
Inducido 108 (28%) 81 (31%)
D“gf;?gcﬂéenrzf‘nritgutos) 110 (IC95% 99-121) 99,4 (89-109) ns
. . 29 (IC95% 25-35) 37 (27-47)
Expulsivo (minutos)
Finalizacion del Parto
Vaginal 312 (80%) 193(75%) ns
Cesarea 47 (12%) 41 (16%)
Forceps 5 (1.3%) 10 (3.9%)
Vacuum 23 (6%) 13 (5%)
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5.2.2 Andlisis univariante de los D-dimeros

A) SANGRE DE CORDON.

En la Tabla 5.3 se observan los estadisticos que describen la muestra de D-
Dimeros de sangre de corddn. Por carecer de una distribucién normal (test
Kolmogorov-Smirnov, P<0,001), se ha tomado como medida de la
tendencia central la mediana, que es de 730 ng/ml. La Figura 5.1 muestra el

histograma de frecuencias correspondiente a dicha distribucion.

300

250 -

200 |~

150 -

Frecuencia

100

50

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

D-Dimeros
sangre de cordén (ng/mi)

Figura 5.1 Histograma de frecuencias de los D-Dimeros en sangre de corddn.
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B) SANGRE VENOSA.

En la Tabla 5.3 igualmente observamos los estadisticos correspondientes a
las muestras de sangre venosa, que también carecen de una distribucién
normal, tomada la mediana como medida de tendencia central, su valor es
de 4494 ng/ml. En la Figura 5.2 se muestra el histograma de frecuencias

correspondiente a dicha distribucion.

1 | 1 |
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000

D-Dimeros
sangre venosa (ng/ml)
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50

40

30

Frecuencia
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Figura 5.2 Histograma de frecuencias de los D-Dimeros en sangre venosa.
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C) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON FRENTE A
VENOSA.

Los valores de D-dimeros en sangre venosa son significativamente
superiores a los determinados en sangre de corddn. La mediana en sangre
venosa es de 4494 ng/ml frente a los 730 ng/ml en sangre de corddn. Los
valores normales en sangre de corddén se aproximan mas a los del adulto y
los observados en sangre venosa son muy superiores (Tabla 5.3 y Figura
5.3).

Los valores notablemente elevados en recién nacidos estan ampliamente

distribuidos (lo que supone un amplio rango de distribucion).

Tabla 5.3 D-Dimeros (ng/ml) en sangre de corddn y sangre venosa.

sangre de corddn sangre venosa p
tamafo muestral 387 257
valor minimo 3 107
valor maximo 13898 19759
mediana 730 4494 <0,0001
IC 95% para la mediana 593 a 852 3580 a 5000
rango intercuartil 317 a 2758 2228 a 7477
20000 - o
15000 |-
[
n ]
8 g
Q£ ml
\g > 10000} amn@gg:m
ac S50
| (e}
(@) 0000
5000 -
Ot — S —
sangre de sangre
cordon venosa

Figura 5.3 D-Dimeros (ng/ml) en sangre de cordon y sangre venosa, grafico de cajasy
bigotes.
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D) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON Y VENOSA
NEONATAL FRENTE A ADULTOS.

Como se observa en la Tabla 5.4 existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de valores de D-dimeros en sangre de cordon
(2.348ng/ml d.s 338) y la media de los valores de adultos referida por el
laboratorio (230ng/ml d.s 0,14) con una p< 0,0001.

Tabla 5.4 Comparacién de los valores de D-D entre la sangre de cordédn y el adulto

Adulto Sangre de corddn P
n° muestras 50 387
media 230 ng/ml 2348 ng/ml <0,0001
d.s. 0,14 3308

También como se muestra en la Tabla 5.5, existe diferencia
estadisticamente significativa al comparar la media de los valores de adulto
(230ng/ml d.s 0,14 ) con respecto a los valores obtenidos en sangre venosa
al 2°-4°dia (5158 ng/ml d.s. 3829) con p < 0,0001.

Tabla 5.5 Comparacion de los valores de D-D entre la sangre venosa al 2°-4° dia de vida y
el adulto

Adulto Sangre venosa p
n° muestras 50 257
media 230 ng/ml 5158 ng/ml <0,0001
d.s. 0,14 3829

123



D-dimeros en el recién nacido RESULTADOS

5.2.3 Andlisis univariante de otras variables anali ticas.

Ademas de los valores de los D-dimeros se obtuvieron valores de otros
parametros de la hemostasia (fibrinogeno, TTPa, indice de Quick) y del
hematocrito. A continuacion se detallan distinguiendo también en funcion de

la procedencia de la muestra.

A) SANGRE DE CORDON.
En sangre de corddén (Tabla 5.6) se observan valores de hematocrito y

hemostasia dentro de los limites normales para la edad.

B) SANGRE VENOSA.

De igual modo observamos valores normales para la edad (Tabla 5.6).

C) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON FRENTE A
VENOSA.

Observamos diferencias significativas en todas las variables, (Tabla 5.6)
posiblemente atribuibles a la maduracién postnatal y a la pérdida de

liquidos, no obstante se evaluara en la discusion

Tabla 5.6. Hematocrito, TTPa, indice de Quick y tasa de fibrinégeno en sangre de cordén y

venosa.

Variable sangre de cordén sangre venosa p

n 356 221
Fibringeno media 170 326 <0,001
(mg/dl) IC 95% (164-176) (308-344)

Rango 18- 436 25-619

n 383 250

media 65 86 <0,0001
1Q (%) IC 95% (64-68) (84-88)

Rango 10-100 11-100

n 385 252

media 46 39 <0,0001
TTPa (seq) IC 95% (45-47) (37-40)

Rango 20-125 25-102

n 386 256

media 49 52 <0,001
Hematocrito (%) 1C 95% (49-50) (51-53)

Rango 35-68 36-68
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5.2.4 Andlisis bivariante de los D-dimeros con las variables clinicas

A) SANGRE DE CORDON.

Tal y como se detalla en la Tabla 5.7a y 5.7b observamos diferencias
significativas en los valores de D-Dimeros asociadas a 3 variables clinicas
que incrementaron dicho valor: el indice de Apgar al minuto igual o inferior a
7, la instrumentacion del parto (forceps o vacuum) y la duracién de la
dilatacion. En las Figuras 5.4 y 5.5 se observan los gréaficos de cajas y
bigotes en los que se aprecia la diferencia en la distribucién de valores de
los D-Dimeros referida a las variables indice de Apgar vy tipo de parto

respectivamente.

Asi pues, se observa un valor superior en los D-Dimeros en sangre de
cordon en los pacientes que han tenido un indice de Apgar igual o inferior a

7, dilatacion mas prolongada y parto instrumentado.

Tablas 5.7a y 5.7b . Andlisis bivariante. D-Dimeros en sangre de corddn y variables
clinicas.

Tabla 5.7a
Variable D-Dimeros (ng/ml) p
Sexo masculino 641
Sexo femenino 910 0,1151
Apgar al minuto
>7 692 0,0107
<7 5606
Procedimiento Anestésico
General 1245
Neuroaxial (epidural) 829
Local 653 0,2399
Ninguno 712

Tipo de Parto
Espontaneo 649

Inducido 873 0,1928

Finalizacién del Parto

Vaginal 689
Cesérea 571
Instrumentado 1687 0,0310
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Tabla 5.7b
Variable p
Edad gestacional (semanas) 0,2575
Peso al nacimiento 0,4499

Duracion de parto

Dilatacién (minutos) 0,0045
Expulsivo (minutos) 0,0883
14000 1
B n
12000 e — t
10000 i )
= | 0000
£ 3000
2 8000 fee}
;’ 000
o I [o]
g 6000 oo
2 I
o
4000
2000
0 1 1
=<7 >7
Apgar

sangre de cordon

Figura 5.4 Dimeros D en sangre de cordén e indice de Apgar. Grafico de cajas y bigotes

14000
]
- ]
12000 a =
i L
[
10000 rniiipee]
= n O
£ i . ®
2 8000 o0
g - @
2 6000
8 s o
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4000
2000
T 1
0 i I i
cesarea instrumentado vaginal

tipo de parto
sangre de cordon

Figura 5.5 Dimeros D en sangre de cordén y tipo de parto. Grafico de cajas y bigotes.
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14000
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10000 !
8000
6000 7

4000

D-Dimeros (ng/ml)

2000

0 -~ o 1 | 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Duracion de la dilatacién (minutos)
sangre de cordén

Figura 5.6 Dimeros D en sangre de cordén y duracién de la dilatacién. Diagrama de
dispersion.

B) SANGRE VENOSA.
En sangre venosa observamos Unicamente una asociacion de valores mas
altos de Dimeros-D con el indice de Apgar igual o inferior a 7 y una

dilatacion mas prolongada. Véase Tabla 5.8ay 5.8b y Figuras 5.7 y 5.8.

Tabla 5.8a 'y 5.8b . Andlisis bivariante D-Dimeros en sangre venosa y variables clinicas.

Tabla 5.8a

Variable D-Dimeros (ng/ml) p
Sexo masculino 4520
Sexo femenino 4211 0,7418

Apgar al minuto
>7 4255
<7 5000 0,0457

Procedimiento Anestésico

General 2489
Neuroaxial (epidural) 5000
Local 3890 0,3543
Ninguno 4199

Tipo de Parto

Espontaneo 4106
Inducido 5000 0,5414
Fln.\':\/hazeilﬁg)ln del parto 4520
Cegérea 4700 0,7359
3680

Instrumentado
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Tabla 5.8b

Variable

Edad gestacional (semanas)

Peso al nacimiento

Duracién de parto
Dilatacion (minutos)
Expulsivo (minutos)

0,7026

0,1009

0,0398
0,3217

20000

15000

10000

D-Dimeros (ng/ml)

5000

=<7

>7
Apgar

sangre venosa

Figura 5.7 Dimeros D en sangre venosa e indice de Apgar. Grafico de cajas y bigotes.
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Figura 5.8 D-Dimeros en sangre venosa y duracion de la dilatacién. Diagrama de

dispersion.
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C) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON FRENTE A
VENOSA.

Como podemos deducir de los datos expuestos anteriormente tanto las
muestras obtenidas de sangre de cordon como de sangre venosa (Tabla
5.9a y 5.9b) presentan unos valores significativamente mas altos en los
neonatos con Apgar igual o inferior a 7 asi como en los nacidos tras
dilataciones mas prolongadas. La asociacion de valores mas elevados a la
instrumentacion del parto solo se ha podido observar en las muestras
procedentes de sangre de cordon.

Tablas 5.9a y 5.9b . Comparacion de variables clinicas y su asociacion a los D-Dimeros
segun procedencia de la muestra.

Tabla 5.9a
sangre cordén sangre venosa
Variable D-D (ng/ml) p D-D (ng/ml) p
Sexo masculino 641 4520
Sexo femenino 910 0,1151 4211 0,7418
Apgar al minuto
>7 692 4255
<7 5606 0,0107 5000 0,0457

Procedimiento Anestésico

General 1245 2489

Neuroaxial (epidural) 829 5000

Local 653 0,2399 3890 0,3543

Ninguno 712 4199
Tipo de Parto

Espontaneo 649 4106

Inducido 873 0,1928 5000 0,5414
Finalizacién del Parto

Vaginal 689 4520

Cesarea 571 4700

Instrumentado 1687 0,0310 3680 0,7359
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Tabla 5.9b
s. cordon S. venosa

Variable p p
Edad gestacional 0,2575 0,7026
(semanas)
Peso al nacimiento 0,4499 0,1009
9)
Duracién de parto

Dilatacién (minutos) 0,0045 0,0398

Expulsivo (minutos) 0,0883 0,3217

130



D-dimeros en el recién nacido RESULTADOS

5.2.5 Andlisis bivariante de los D-dimeros con las variables analiticas.

A) SANGRE DE CORDON.

En sangre de corddn se observa una correlacion significativa con la tasa de
fibrinbgeno y el TTPa, de manera que tasas de fibrinbgeno o TTPa mas
elevados se asocian a valores inferiores de Dimeros-D en sangre de cordon
(ver Tabla 5.10 y Figuras 5.9 y 5.10).

Tabla 5.10. Correlacién entre la tasa de D-Dimeros y otras variables analiticas en sangre
de cordén.

variable coeficiente de correlacion o]
fibrinégeno -0,2575 <0,0001
indice de Quick 0,04806 0,3482
TTPa -0,2026 <0,0001
hematocrito 0,08079 0,1130
14000 5
- o]
12000 e 5 o
L o © °
= o ©
= 10000 |- gaoOo - OO0 00 o
B) o
< 8000}
0
o i
<) L
E 6000
a i
a 4000
2000 +
Oh s e S —
0 100 200 300 400 500

Fibrinbgeno (mg/dl)
sangre de corddn

Figura 5.9 . Correlacién entre D-Dimeros y fibrin6geno. Diagrama de dispersion
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Figura 5. 10 . Correlacion entre D-Dimeros y TTPa. Diagrama de dispersion

B) SANGRE VENOSA.

Al igual que en sangre de corddn se observa una correlacidon significativa
con la tasa de fibringeno y el TTPa, de manera que tasas de fibrinbgeno o
TTPa mas elevados se asocian a valores inferiores de Dimeros-D en sangre
de cordodn (ver Tabla 5.11 y Figuras 5.11y 5.12).

Tabla 5.11. Correlacién entre la tasa de D-Dimeros y otras variables analiticas en sangre
venosa.

variable coeficiente de correlacion p
fibrindgeno -0,3434 <0,0001
indice de Quick -0,05003 0,4310
TTPa -0,1735 0,0057
hematocrito 0,07301 0,0730
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Figura 5.11 . Correlacién entre D-Dimeros y fibrindgeno. Diagrama de dispersion
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Figura 5.12 . Correlacion entre D-Dimeros y TTPa. Diagrama de dispersion.

C) ESTUDIO COMPARATIVO DE SANGRE DE CORDON FRENTE A
VENOSA.
Observamos idénticas asociaciones en las muestras procedentes de

sangre de cordon o de sangre venosa.
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5.2.6 Analisis multivariante de D-dimeros con las variables clinicas y

analiticas.

A) SANGRE DE CORDON.

Tras efectuar un andlisis multivariante mediante regresién multiple paso a
paso, con entrada de las variables independientes que resultaron
significativas en el analisis bivariante, quedan como variables significativas el

indice de Apgar, la tasa de fibrinégeno y el TTPa.

Tabla 5.12. Resultado de regresion multiple en sangre de cordon. D-Dimeros y resto de
variables.

Sangre de cordén.

Variables independientes significativas p

Apgar 0,0006
Fibrindgeno <0,0001
TTPa <0,0001

B) SANGRE VENOSA.

Tras efectuar un andlisis multivariante mediante regresién multiple paso a
paso, con entrada de las variables independientes que resultaron
significativas en el analisis bivariante, quedan como variables significativas la

tasa de fibrindbgeno y el TTPa.

Tabla 5.13. Resultado de regresion multiple en sangre venosa. D-Dimeros y resto de

variables.

Sangre venosa.

Variables independientes significativas p
Fibrindgeno <0,0001
TTPA <0,0009
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6 DISCUSION

Actualmente estd ampliamente reconocido que la fisiologia de la
hemostasia en pacientes pediatricos difiere de la encontrada en el
adulto (267;268) debido a que durante el crecimiento, el organismo
sufre un proceso dinamico de cambios progresivos (269). Las
concentraciones de la mayoria de proteinas hemostaticas evolucionan
fisiologicamente con la edad. La naturaleza dinamica del desarrollo del
sistema hemostatico durante la infancia fue introducido por Andrew M. y
colaboradores y acuiiado con el término “developmental hemostasis”
dando una idea de proceso edad-dependiente. La sintesis de proteinas
de la coagulaciébn comienza intrautero, si bien los cambios mas
pronunciados en el proceso hemostatico ocurren durante el desarrollo
del neonato, en la infancia y adolescencia (4;5;267;270-272). Al
nacimiento los niveles de procoagulantes, anticoagulantes y proteinas
implicadas en la fibrinolisis se encuentran disminuidas vy
fisiologicamente equilibradas con niveles que maduran en las primeras
semanas de vida alcanzando valores de adulto a los 6 meses de edad
postnatal en la mayoria de ellas (1;3).

Estas variaciones fisioldgicas deben ser tenidas en cuenta cuando se
estudian trastornos de la coagulacion en esta poblacién, por lo que no
es correcto extrapolar a valores de referencia de adultos. Numerosos
autores coinciden en la necesidad de utilizar rangos de referencia
apropiados a cada edad pediatrica y conocer el analizador, los
reactivos y técnica de laboratorio empleada para una adecuada
interpretacion de los resultados (6;265;271;273-275).

Ademas es importante tener en cuenta la dificultad que presenta la
obtencion de una muestra adecuada para estudios de hemostasia en

neonatos.

Los D-Dimeros son el producto de degradacion de la fibrina
entrecruzada y estabilizada por el factor Xlll, mediada por la plasmina,
durante la lisis de un trombo, y su medida refleja la extensiéon de la
fibrinolisis secundaria a la activacién previa de la coagulacion. Se
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considera por tanto, el biomarcador mas sensible de activacion de la
coagulacion y fibrinolisis. Estudios en poblacién adulta y nifios mayores
de un afio, han demostrado su utilidad y aplicabilidad practica en base

sobretodo a su elevado valor predictivo negativo.

En neonatos, existe en la actualidad una gran heterogeneidad de los
estudios en lo que se refiere a la determinacion de los DD, diferencias
en cuanto a la poblacion de estudio, tanto en el nUmero, como en las
caracteristicas de la misma (estudios que incluyen a recién nacidos a
término, estudios con pretérminos, estudios con recién nacidos sanos,
enfermos, distintas enfermedades...), diferencias en cuanto a la
metodologia empleada para el andlisis de los DD, unos laboratorios
utilizan el test ELISA, otros técnicas de aglutinacion de latex
(cuantitativas 6 semicuantitativas), con distintos reactivos, unidades de
referencia diferentes (ng/mL, mg/mL, pg/mL, pg/L unidades de DD,
unidades FEU ngFEU/mL...). Ademas la mayoria de estudios no refleja
el valor de corte, ni el rango de normalidad definido por el laboratorio
para adultos.Todo ello hace que la comparacion y en ocasiones la

simple interpretacion de los resultados sea complicada.

En base a estos antecedentes, esta investigacion se realizd con el
objetivo de conocer el valor de los D-Dimeros en la poblacién neonatal

sana y compararlo con el de la poblacién adulta.

a) Caracteristicas de la muestra.

Este estudio incluye tanto muestras de sangre de vena de cordon
umbilical extraidas en el momento del parto como muestras obtenidas
de sangre venosa periférica obtenida a los dos o cuatro dias de vida.
Ambas poblaciones son similares en sus caracteristicas clinicas
(tabla 5.2). No encontramos diferencias estadisticamente significativas
respecto al peso al nacimiento (3286g. vs 3272g.) y pérdida de
bienestar fetal (Apgar al minuto mayor de 7 en el 98% y 97%

respectivamente). La edad gestacional media es de 39 y 40 semanas
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de gestacion respectivamente, y hay un predominio significativo de
sexo diferente en ambos grupos, mujeres en sangre de cordon vy
varones en sangre venosa. Las variables obstétricas tampoco
muestran diferencias estadisticamente significativas en relacién al tipo
de parto (espontaneo, inducido), duracion y finalizaciébn del mismo
(vaginal, mediante ceséarea o instrumentado). Hemos encontrado una
diferencia estadisticamente significativa en el procedimiento
anestésico empleado, con predominio de anestesia local en las
muestras obtenidas de sangre de corddon (60%), frente a las
obtenidas en sangre venosa (44%) donde predomina la anestesia
neuroaxial (45%). Diferencia atribuible a la creacion de una nueva
plaza de anestesia en el hospital para hacerse cargo de este
procedimiento exclusivamente, coincidente en el tiempo con la
obtencién de muestras de sangre venosa, que no existia en el caso
de sangre de cordon. El porcentaje de cesareas del Hospital coincide
con el de otros hospitales de caracteristicas similares y también las
caracteristicas clinicas de la poblacion.

A diferencia de otros estudios nosotros no distinguimos entre

cesareas con o sin trabajo de parto (84;98).

b) Niveles de D- dimeros.

La formacion de fibrina in vivo y su digestion fibrinolitica secundaria da
lugar a la formacion de productos de su degradacion uno de los
cuales es el D-dimero. El sistema fibrindlitico es esencial para eliminar
los depdsitos intravasculares de fibrina resultantes de la activacion
fisiol6gica o patoldgica de la coagulacion. Juega ademas un papel
importante en diversas situaciones en las que se produce proteolisis
tisular, como inflamacién, invasion tumoral o neovascularizacion
(276). El D-Dimero (fragmentos D de fibrina unidos covalentemente),
es el resultado de la acciébn de la plasmina sobre la fibrina
entrecruzada y estabilizada por el factor Xlll, y es considerado como
el indicador hematolégico mas sensible de la fibrinolisis secundaria a

activacion de la coagulacion.
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En nuestro estudio hemos encontrado unos niveles de DD tanto en
sangre de cordén como en sangre venosa por encima del valor de
corte mas utilizado para adultos (500 ng/mL). La mediana de DD en
sangre de cordon se situa en 730 ng/mL (IC 95% 593-852 ng/mL) con
una media de 2348ng/mL. En sangre venosa extraida a los 2 o 4 dias
de vida la mediana de DD se situa en 4494 ng/mL (IC 95% 3580-5000
ng/mL), con una media de 5158ng/mL. Estos resultados coinciden
con la mayoria de estudios publicados, a pesar de las diferencias
metoddlogicas existentes entre ellos (6;49;98;249;252-254),

Tabla 6.1, 6.2y 6.3.

Hudson |. encuentra niveles de DD obtenidos de sangre venosa
periférica de 60 RN (15 RNPT) por encima del valor de corte
establecido para adultos (<2.50 mg/L) en el 48% de su poblacién
(249). Schneider DM. en una poblacion de 59 recién nacidos (6
RNPT) también encuentra elevados los niveles de DD respecto a sus
madres (1514 £ 953 ng/mL vs 744,45 + 138,23 ng/mL ), aungue no
encuentran diferencias segun el modo de parto (254). Nako Y. aunque
en una poblacion seleccionada, prematuros menores de 1500g.,
encuentra valores de DD elevados respecto al control de RNT (49).
Llama la atencidn que respecto al punto de corte considerado para
adultos por la mayoria de trabajos (0,5 mg/L) los valores de RNT
también estarian elevados, coincidiendo asi con nuestro estudio.
Murtha A, encuentra niveles de DD mas elevados en sangre de
corddon tras alumbramientos con trabajo de parto, respecto a
ceséreas sin él (423 ng/mL y 773 ng/mL vs 87 ng/mL) y también en
relacion al valor de corte establecido para adultos (120 ng/mL) (98).

Tay S., determina entre otros, concentraciones plasmaticas de DD en
cordén umbilical de RNT en comparacion con adultos, y encuentra
valores significativamente elevados (924 + 733 ng/mL vs 45 + 17
ng/mL p < 0.001) (253). Monagle P. determina concentraciones de
DD el primer y tercer dia de vida, al igual que en nuestro estudio
encuentra niveles DD aumentados respecto a los valores encontrados

en nifios mayores y adultos [1,47 pg/mL (0.41-2.47 pg/mL), 1,34
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pg/mL (0.58-2.74 pg/mL vs 0.18 pg/mL (0.05-0.42 pg/mL)] (6).
Christesen R., aunque en una poblacién diferente, RNPT menores
de 34 semanas de gestacion también encuentra valores de DD
elevados (menores de 28SG: 325-1775 ngFEU/mL, 28-34SG: 225-
3100 ngFEU/mL) (252).
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También autores como Ries M., Dati F., Knéffler R. (75;76;84), en sus
investigaciones sobre marcadores de activacion de la coagulacion y
fibrinolisis durante el embarazo y el parto encuentran concentraciones
de DD por encima del valor referido para adultos (Tabla 6.2). Ries M.
analiza tres poblaciones de RN, con ¢ sin trabajo de parto y con
infeccion y los compara con controles de adultos sanos. Encuentra
niveles elevados de estos marcadores en las primeras 24 horas de
vida, independientemente del trabajo de parto, pero si en relacion a la
infeccion. Dati F. hace referencia a lo publicado por Ries M. Knéfler R,
también encuentra valores de DD elevados en sus 79 RNT respecto a
poblacion infantil y adultos (420.2 + 326.8ug/L vs 22.5+ 15.8ug/L y
23.2+9.8ug/L).

Por el contrario, Higgins J. y Catarino C. (255;259) no evidencian
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de DD de
sangre de cordén umbilical de RN de mujeres normotensas respecto a
mujeres con pre-eclamsia, encontrandose ambos dentro de limites
normales. Es importante resaltar que, en el trabajo de Higgins J. la
variable trabajo de parto es eliminada, (todos los pacientes nacen de
cesareas electivas) en un intento de evitar el factor de confusion que
puede suponer dicha variable. Este hecho podria ser el responsable de
las diferencias encontradas respecto a nuestros hallazgos y los de otros
autores, ya que, al igual que la mayoria de autores nosostros no hemos
hecho tal distincion. Los autores consideran fisiologica una activacion
de la hemostasia en el parto vaginal normal. Ademas como hemos
mencionado anteriormente, en estudios donde se divide a los
pacientes segun el trabajo de parto se encuentran diferencias en las

concentraciones de DD, siendo mas elevados en estos (98).

Otros autores evaltan las concentraciones de DD en el contexto de
determinadas enfermedades neonatales (sindrome de distrés
respiratorio, cardiopatias, asfixia, infeccién, sepsis, CID, hipoxia) y
demuestran una activacion del sistema de coagulacion vy fibrinolisis en

estas patologias evidenciada por niveles de DD marcadamente
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elevados (68;69;256-258) (Tabla 6.3). No es comparable en nuestro
caso ya que nuestra poblacion incluye al recién nacido sano.

Al igual que en el estudio de Tay SP. nuestros valores no siguieron una
distribucion normal incluso después de la trasformacién logaritmica.
Ellos encuentran ademas dos picos en la distribucién de los niveles
plasmaticos de DD que nosotros no hemos encontrado, y lo atribuyen
pequefios traumas que pueden ocurrir al nacimiento como la circular de
cordon o a una manipulacion excesiva del mismo durante el parto
(253).

Es destacable que los valores notablemente elevados en recién
nacidos estan ampliamente distribuidos lo que implica un amplio rango
de distribucion, lo cual también esta referido en el estudio de Knofler R.
y cols (76) .

Tras comparar los niveles observados en el recién nacido sano con los
valores del adulto, hemos observado que tanto en sangre de cordén
COmMo en sangre venosa existen niveles significativamente elevados en
el RN sano respecto al adulto. Como hemos mencionado con
anterioridad este hecho coincide con lo referido por otros autores como
Monagle P. y cols. (6).

El encontrar valores de DD elevados al nacimiento esta considerado
por la gran mayoria de autores como parte de la fisiologia fetal y

neonatal.

El embarazo y puerperio estan considerados estados de
hipercoagulabilidad fisiolégica que preparan a la mujer para el parto
(disminuyendo las complicaciones hemorrdgicas del mismo) y estan
asociados a un mayor riesgo de complicaciones tromboembdlicas tanto
en circulacion materna como fetal. Esta ampliamente reconocido que
en el momento del parto existe una activacion fisiologica (y

equilibrada) del sistema de coagulacion asi como del sistema
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fibrinolitico. Trabajos en mujeres embarazadas han corroborado que
esta activacion esté presente del mismo modo en la sangre del cordon
umbilical. Los DD al igual que otros factores de coagulacion no
atraviesan la barrera placentaria por lo que los niveles encontrados en
cordbn umbilical son considerados por los autores como
correspondientes al RN y reflejan la fibrinolisis fetal
(71;75;98;255;259;277).

Aunque el factor inicial mas importante para detener la hemorragia
aguda en el parto son las contracciones del musculo uterino que
interrupen el flujo sanguineo, esta aceptado que durante el embarazo
normal hay un incremento de la actividad procoagulante en sangre
materna (aumento de factores de coagulacion vy fibrinégeno,
disminucién de anticoagulantes naturales) y disminucion de la actividad
fibrinolitica (debido al aumento de los inhibidores PAI-1 y PAI-2).
Multiples estudios que determinan marcadores de activacion de la
coagulacion vy fibrinolisis, demuestran que, durante el embarazo existe
un aumento de los mismos que traduce una activacion de la
coagulacion y fibrinolisis  sin signos de disfuncion multiorganica
(75;278).

Durante el parto existe un consumo de factores de coagulacion y
plaquetas incluyendo el fibrinbgeno. La fibrinolisis mejora y aumenta
rapidamente tras el parto y expulsion de la placenta lo que resulta en un
aumento de los DD. Estos cambios son fisiolégicos y autolimitados en

el parto normal y tienden a normalizarse en 4-6 semanas.

Estudios en poblacibn neonatal demuestran también que los
marcadores de activacion de la coagulacion y fibrinolisis estan elevados
al nacimiento en sangre del recién nacido incluso despues de partos no
complicados (75;279;280).

Estudios en este sentido en mujeres embarazadas reflejan los mismos

cambios en sangre de cordon umbilical del RN.
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Por otra parte, sustancias derivadas del endotelio pueden tener un
papel en el proceso de adaptacion fisiolégico del nacimiento. Existen
trabajos en la literatura donde se evidencia que el dafio o simplemente
cambios en el endotelio vascular activan la coagulacion vy fibrindlisis vy,
describen que este hecho tiene lugar en el momento del parto. Knofler
R. y cols investigan concentraciones plasmaticas de marcadores de
activacion del endotelio (endotelinas, trombomodulina, VWF) y del
sistema de coagulacion y fibrinolisis (trombina antitrombina Ill, complejo
plasmina-antiplasmina y DD) durante los primeros dias de vida.
Encuentran concentraciones elevadas de estos marcadores en los
primeros 12 dias de vida (incluyendo los DD) y concluyen por tanto,
gue el endotelio y el sistema de coagulacion vy fibrinolisis esta activado
en el momento del parto debido al estrés mecanico que supone, la
adaptacion circulatoria, el estado leve de hipoxia que se produce al
nacimiento y a la activacion del sistema de coagulacion intrauterina
propia del embarazo normal (76). En su trabajo Tay SP. y cols
encuentran concentraciones elevadas de factor tisular y DD, y bajas de
TFPI en RNT sanos en comparaciéon con adultos, reflejo de la
activacion del sistema de coagulacion y fibrinolisis al nacimiento
responsable del mantenimiento de la permeabilidad vascular en

presencia de la injuria que supone el proceso del parto (253).

Ademas el sistema fibrinolitico esta implicado en una amplia variedad
de procesos bioldgicos. Aparte de su ya conocida participacion en el
sistema hemostatico, juega un papel importante en la remodelacion
tisular, angiogénesis, embriogenesis e implantacion embrionaria y
metéatasis entre otras.

Segun Manco Johnson M., esto explicaria su activacion en procesos
gue forman parte de la fisiologia de adaptacion neonatal como el cierre
del ductus arterioso y el cierre del conducto venoso, y por tanto que
elevarian los niveles de DD por encima del rango de adulto (5).

Aungue el principal mecanismo del cierre del ductus arterioso es la

vasoconstriccion secundaria al aumento de oxigeno y disminucién de
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las prostaglandinas (PGE1 y PGEZ2) al nacimiento, existen trabajos de
publicacién reciente donde se sugiere la formacién de un trombo como
mecanismo de cierre, en algunos recién nacidos que presentan una
dilatacion aneurismatica del ductus arterioso como una variante normal
de una protuberancia alargada ductal y que formaria parte del proceso
normal de cierre ductal espontaneo (281;282).

Asi, los DD pueden aumentar en situaciones que supongan aumento
de formacion de fibrinégeno y/o fibrina como la activacién de la
hemostasia (que se produce durante el parto), la trombosis y/o
reparacion y remodelacion tisular. Pero también en situaciones donde
exista una disminucion de su aclaramiento renal que es su principal
mecanismo de eliminacion o donde el recambio del fibrinbgeno esté

aumentado.

Numerosos trabajos han demostrado que existe una relacion entre la
activacion hemostasia-coagulacion con la inflamacion pero este
mecanismo no parece justificar nuestros hallazgos (valores de DD

obtenidos de una poblacién neonatal sana).

De acuerdo con la mayoria de estudios previos, no encontramos
diferencia significativa en el RNT sano, dependiente de la edad
gestacional, peso al nacimiento, ni del género. Estos datos sugieren
gue dichas variables fisiologicas no tienen influencia en los niveles de
DD (255).

c) Relacién entre dias de vida y niveles de D-dimer  os.

La obtencion de la muestra se realizé al nacimiento (en sangre de
cordén) y a los 2 0 4 dias de vida en sangre venosa. Este punto difiere
respecto a lo descrito por la mayor parte de autores.

Excepto Monagle P. y cols que determina concentraciones de
proteinas hemostaticas, al primer y tercer dia de vida postnatal,

Mautone A. que evalla las variaciones del sistema de coagulacion y
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fibrinolisis en RN enfermos en el primer y séptimo dias de vida, y
Knofler R. que los valora los primeros doce dias de vida, la mayor
parte de estudios so6lo determinan niveles de DD en sangre de cordon
umbilical en las primeras horas tras el nacimiento. Esto puede ser
motivo diferencias en los resultados de valores absolutos, debido a
gue las concentraciones de proteinas hemostéaticas cambian segun el
proceso de maduracion normal postnatal, y este hecho es mas
acusado en los primeros dias de vida.

Al igual que en el estudio de Kndofler R. y cols los niveles de DD estan
aumentados al nacimiento respecto a los valores de nifios mayores y
adultos pero a diferencia de ellos, la tendencia que refleja su estudio
es de mantener los mismos niveles a lo largo de los 12 primeros dias
de vida mientras que nosotros observamos que la mediana en sangre
de corddn es menor que la obtenida a los 2 o 4 dias de vida (730
ng/mL en sangre de corddn frente a 4499 ng/mL en sangre venosa
extraida a los 2 0 4 dias de vida). Los valores en sangre de cordon se
aproximan mas a los valores de adultos mientras que los obtenidos en
sangre venosa son muy superiores. Este hecho puede explicarse
porque es en estos primeros dias (2-4 dias de vida) cuando tienen
lugar los procesos de adaptacion circulatoria (como cierre del ductus,
del conducto venoso...) y cambios en la microcirculacion que suponen
la activacion del sistema de coagulacién neonatal y por ello aumento

de D- dimeros.

Asi, muchos estudios (98;277) justifican la obtenciébn de muestra de
sangre de vena de corddn umbilical como méas adecuada, por ser
menos traumatica (mayor diametro del vaso), poder obtener mayor
cantidad de muestra y, estar menos influida por los eventos
extrauterinos. Refieren que su determinacion supone un fiel reflejo de
la concentracion de DD en el RN dado que el tamafio de estos impide
su paso trasplacentario. Ello podria ser una posible explicacién a las
diferencias encontradas en este estudio (menos trauma en sangre de
cordén supone niveles menores de DD, menos eventos extrauterinos

menos DD).
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d) Ademas de los DD se obtuvieron muestras de otras variables analiticas
(fibrinbgeno, TTPa, indice de Quick y hematocrito) cuyos valores se
encontraron dentro del rango normal para la edad, tanto en sangre de
corddn como en venosa a los 2 o 4 dias de vida. Ahora bien, la
comparacion entre ambos tipos de muestra evidencié diferencias
estadisticamente significativas en todas las variables (sangre de corddn
versus sangre venosa) en relacion probablemente a la maduracion
fisidlogica postnatal de la proteinas hemostaticas referida por la mayoria
de autores y a la pérdida de liquidos que se produce en los RN en los
primeros dias de vida responsable de la hemoconcentracion y aumento

de valores medios de hematocrito que nos encontramos.

Observamos que la media de fibrinbgeno en sangre de cordon fue de 170
mg/dl (IC 95% 164-176), a los 2 o 4 dias de vida encontramos valores
medios de 326 mg/dl (IC 95% 304-344). Estos resultados coinciden con
los referidos por Andrew M. y colaboradores, que encuentran valores
dentro del rango normal para adultos al nacimiento (aunque
estructuralmente diferente) , y que aumentan al 5° dia de vida como
parte de la fisiologia postnatal (1). También con los referidos por
Schneider DM. (254) (valores en sangre de cordén de 157,38 +
85,19mg/dl), Reverdiau-Moalic P., Manco Johnson M. y Monagle P.
[2,80/1 (1.92-3,74) el primer dia , 3,30 g/L ( 2,83-4,01) el tercer dia)] (4-6).
El fibrinbgeno es una proteina de sintesis hepatica, sustrato final para
formar un coagulo insoluble, y también reactante de fase aguda. Sus
niveles se han relacionado con una gran numero de variables fisiologicas
como la edad, condiciones inflamatorias, inclusive con la estacion del afio
(mayor en invierno). Ademas existen trabajos en la literatura que asocian
un polimorfismo individual del promotor del gen beta del fibrindbgeno (G-
455A) con un aumento de los niveles de fibrinbgeno en seres humanos
(283;284).

Todos los estudios en los que se valora la evolucion fisiologica de las
proteinas del sistema de coagulacion y fibrinolisis fetal y neonatal han

demostrado su naturaleza dinamica, con niveles disminuidos de la mayor
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parte de factores de coagulacion, anticoagulantes y proteinas implicadas
en la fibrinolisis al nacimiento, permitiendo un sistema hemostético
fisiolégicamente equilibrado, y que se refleja en un tiempo de
tromboplastina parcial activado prolongado y un reducido tiempo de
protrombina (1;4-6;254;285).

El TTPa valora la via intrinseca (activacion del factor X por los factores
XIl, X1, IX y VIII) factores VIII, IX, XI y Xll, asi como la via final de la
coagulacion (factores V, Il y fibrinbgeno). Encontramos una prolongacion
del mismo respecto al adulto, tanto en sangre de cordon al nacimiento
como en sangre venosa (46 segundos en sangre de cordon y 39
segundos en sangre venosa) resultado de una disminucion fisiélogica de
la sintesis de factores de coagulacién en el RN, y que coincide con lo
referido por la mayoria de autores. Al comparar ambas muestras sangre
de cordon frente a venosa encontramos un acortamiento del TTPa en
sangre venosa a los 2 y 4 dias de vida estadisticamente significativo que
también coincide con lo reflejado por los autores, y que podria explicarse
por la maduracion postnatal de sintesis de factores de coagulacion, si bien
en la cohorte de Monagle el alargamiento del TTPa se mantiene durante

toda la infancia comparado con los valores de adultos (6).

El tiempo de protrombina, indica el tiempo en que la protrombina se
convierte en trombina, mide la via extrinseca, factores V, VII, X, I
(protrombina) y | (fibrinbgeno). Encontramos valores disminuidos respecto
a valores de adultos en sangre de cordon obtenida el primer dia de vida
con valores que alcanzan el rango de adulto normal a los 2 o 4 dias de
vida. También estos hallazgos coinciden con los publicados en la
literatura referidos anteriormente y son reflejo de los bajos niveles de
factores de coagulaciéon vitamina K dependientes presentes en en recién
nacido y que contribuyen a una disminucién de la generacion fisioldgica
de trombina (1;2;6;32;33).
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e) Relacion entre variables obstétricas y nivelesd e DD.

En nuestra investigacion se recogieron las variables obstétricas que
pudieran tener influencia sobre los niveles de DD. Recogimos el tipo de
parto (espontaneo o inducido), la duracién del parto (tanto del periodo
de dilatacion como del periodo expulsivo), y la finalizacién del mismo,
bien via vaginal, por cesarea o instrumentado (féorceps o vacuum) sin
distinguir entre partos con o sin trabajo de parto (definido como
contracciones uterinas regulares asociadas a dilatacion cervical
progresiva).

En el analisis bivariante de DD respecto a estas variables obstétricas
observamos diferencias significativas asociadas a la duracién del
periodo de dilatacion y la instrumentacién del parto (férceps o vacuum)
en sangre de cordon umbilical (p<0,0045 y p<0,0310 respectivamente),
mientras que en sangre venosa la asociacion solo se encontré en

relacion a una dilatacion mas prolongada (p<0,0398).

Los niveles de D-dimeros son mayores tras partos instrumentados
(vacuum, forceps) respecto a partos vaginales o por ceséarea.
Probablemente la explicacion resida en el mayor estrés mecéanico que
supone este tipo de partos, que actuaria como factor activador de la
coagulacion y por ende de la fibrinolisis. No ocurre lo mismo en la
muestra extraida de sangre venosa donde no evidenciamos diferencia
significativa respecto a la finalizacion del parto. Esta, al ser una
muestra extraida entre el segundo y cuarto dia de vida pierde el factor
inmediato o agudo de este tipo de estrés mecanico que ya no queda
reflejado en la elevacibn de D-dimeros. También muestran este
resultado Knofler R. y cols., que observan una relacion entre mayores
niveles de D-dimeros y partos instrumentados y con menor pH arterial
al nacimiento, y menores niveles de D-dimeros en partos por cesarea,

hecho que atribuyen al importante estrés mecanico que supone la

instrumentacion (76).
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Aungue no hemos hecho distincién entre alumbramientos con o sin
trabajo de parto como tal, si se refleja entre las variables recogidas la
duracion del mismo, tanto del periodo de dilatacion como del periodo
expulsivo. Esta descrito por algunos autores como Murtha A. y cols,
qgue la activacion del sistema fibrinolitico es mayor en RN con trabajo
de parto que sin él (ellos encuentran niveles de DD mas elevados en
esta poblacion) resultado del trauma que supone el nacimiento, la
asfixia, la acidosis o la infeccion, y postulan que esta activacion puede
equilibrar de forma fisiologica el sistema de coagulacion iniciado en la
madre y RN en el parto, como hemos descrito anteriormente (98).

Otros autores no encuentran relaciéon entre duracion del trabajo de

parto y nivel de marcadores de activacion de hemostasia (83;84;259).

Franzoni M. evalua la influencia que la modalidad de parto
(espontaneo vaginal vs cesarea electiva) tiene en la inhibicion
fisidlogica del sistema de coagulacion y fibrinolisis del RN ( Prot C, S
AT, plasminégeno y fibrinbgeno) y concluye que el trabajo de parto
puede jugar un papel influyendo en los niveles de determinados

factores del sistema de inhibicion fisiolégica de la coagulacion (277).

En nuestro trabajo encontramos diferencias significativas en los valores
de DD respecto a la duracion del periodo de dilatacion. Tanto en
sangre venosa como en sangre de cordon, encontramos valores mas
altos de DD en los pacientes con dilataciones mas prolongadas, y por
tanto con mayor duracién del trabajo de parto. Este hecho coincide con
lo publicado por otros autores como Murtha A. (98).

Por el contrario Ries M. y colaboradores en su estudio de marcadores
de coagulacion, encuentran niveles de DD elevados al nacimiento,
confirmando la activacion del sistema de coagulacion y fibrinolisis fetal
en el momento del parto, pero refiere que no existe influencia del
trabajo de parto, ya que no encuentra diferencias entre sus grupos de
paciente nacidos por cesarea sin trabajo de parto respecto al grupo de
RN por cesarea con trabajo de parto. Tampoco Schneider DM. y
colaboradores (84;254).
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f) Relacion Apgar y niveles de D-dimeros

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en los valores
de DD de sangre de corddn asociadas al indice de Apgar al minuto,
siendo los niveles de DD significativamente mayores en las muestras
procedentes de partos con puntuacion de Apgar menor o igual a 7
(P<0,0107).

El sistema de puntuacién de Apgar valora a través de signos clinicos
(respiracion, frecuencia cardiaca, tono muscular, respuesta a estimulos
y coloracion) la gravedad de la depresidn respiratoria y/o neuroldgica

en el momento del nacimiento.

Una puntuacién baja de Apgar puede estar causada tanto por asfixia
perinatal como por depresidn neuroldgica debida al paso
transplacentario de anestésicos administrados a la madre. Aunque el
pH en sangre del cordon umbilical menor que 7,20 es una medida mas
objetiva de la asfixia perinatal.

Existen en la literatura trabajos que relacionan valores de Apgar bajo al
minuto con eventos que producen una hipoxia transitoria como son
compresiones de la cabeza fetal, compresiones y circulares del corddn
umbilical y que se recuperan alcanzando valores de Apgar mayor de 7

a los 5 minutos en el 80% de los casos (286;287).

Como ya he mencionado con anterioridad Knofler R.y cols encuentran
relacion entre niveles de DD y pH al nacimento, de forma que valores
de pH arteriales menores al nacimiento se relacionan con mayores
niveles de D-dimeros. Nosotros aunque no evaluamos el pH al
nacimiento, encontramos valores de DD  significativamente mas
elevados en sangre de corddn asociados a puntuaciones de Apgar al
minuto mas bajas (menor o igual que 7) reflejo de una probable hipoxia

fetal transitoria (76).
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La hipoxemia y acidosis desencadenan la liberacién de factor tisular y
tPA por células endoteliales activadas, y de este modo activan la
coagulacion via extrinseca y el sistema fibrinolitico en el microambiente
vascular, responsable de la elevacion de DD en estas situaciones.

Nako Y. y cols en su trabajo determinan niveles de trombomodulina y
DD en RNPT de muy bajo peso al nacimiento (<1500g.) con y sin
asfixia (definida segun criterios (al menos 2) de: 1. Distres fetal como
bradicardia mantenida, 2. Apgar a los 5 minutos menor de 6, 3.
Requerimiento de presion positiva en el primer minuto). Lo comparan
con un grupo de RNT control sin complicaciones. Encuentran que los
valores de DD son mas altos en RNPT respecto al grupo control con
diferencia estadisticamente significativa (1,8 mg/L vs 6,2 mg/L
p<0,0001), y ademas dentro del grupo de los RNPT estos se
encuentran aun mas elevados en aquellos que han sufrido asfixia (4,6
mg/L vs 8,35 mg/L p<0,02). Llama la atencidon que no establece el
valor de corte de DD para considerarlo anormal. Considerando el valor
de corte de adultos (0,5 mg/L) encontramos niveles de DD por encima
de dicho rango incluso en RNT [1,8 mg/L (0,3-29,0)], lo que estaria en

consonancia con nuestro trabajo (49).

g) Relacion entre variables clinicas y analiticas con niveles de DD.

La concentracion plasmatica de DD al nacimiento y a los 2 o 4 dias de
vida mostrd una relacion significativa con el Apgar al minuto, duracion
del periodo de dilatacion, tasa de fibrinbgeno y TTPa en el andlisis
bivariante. Para intentar clarificar cual de estas variables podria
contribuir a la concentracién de los niveles de DD plasmaticos, se
realiz6 un analisis multivariante mediante regresion multiple. Sdlo el
indice de Apgar, fibrinogeno y TTPa se asociaron significativamente a
la concentracién plasmatica de DD en sangre de cordoén, y los dos
altimos en sangre venosa. Asi valores de Apgar mas bajo (menores
de 7 al minuto) se relacionan con niveles mas elevados de DD,
posiblemente explicados por la hipoxia que supone. A mayor nivel de

DD encontramos menores niveles de fibrinbgeno, que tendria su
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justificacion en la activacion de la coagulacidon que conlleva un
consumo de fibrinégeno. De la misma forma, la activacion del sistema
de coagulacién conlleva un TTPa mas corto (hasta que comienza a
haber consumo de factores), que se asocia con mayores niveles de
DD.

Nuestro estudio, de caracter observacional, permite conocer los valores
de DD en recién nacidos sanos y concluir que son diferentes a los del
adulto. No obstante quedan por determinar los valores diferenciados
por grupos de diversa edad gestacional y realizar estudios mas amplios
que permitan hallar el punto de corte Optimo para emplearlo como

herramienta en el diagndstico diferencial.
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7 CONCLUSIONES

1. Los niveles plasmaticos de D-dimeros en recién nacidos sanos
al nacimiento y al segundo o cuarto dia de vida estan
elevados respecto a los valores referidos como normales de

adultos en la literatura médica.

2. Los niveles plasmaticos de D-dimeros al segundo o cuarto dia

de vida estan mas elevados que al nacimiento.

3. Los niveles de D-dimeros en recién nacidos sanos no siguen

una distribucién normal.

4. Existe una relacion significativa de los valores de D-dimeros
con la puntuacion de Apgar al minuto en sangre de cordén. De
forma que, puntuaciones de Apgar mas bajas (menores de 7
al minuto) se relacionan con niveles mas elevados de D-

dimeros.

5. Existe una relacion de los niveles plasmaticos de D-Dimeros
con fibrindgeno, tanto en sangre de corddn como en sangre
venosa periférica al segundo o cuarto dia de vida. Asi,
mayores concentraciones de D-dimeros se asocian a menores

niveles de fibrinégeno.

6. Existe una relacion de los niveles plasmaticos de D-Dimeros
con el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) tanto
en sangre de corddon como en sangre venosa periférica.
Mayores niveles de D-dimeros se asocian a un TTPa mas

corto.
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ANEXOS

9 ANEXOS

ANEXO 1. Dictamen del Comité Etico y de Investigac  i6n Clinica

()

S XATIVA

Caémite Etico de Investigacion Clinica - Hospital Lluis
Alcanyis.

Carretera de Xativa-Silla, Km 2

46800 XATIVA 46800

Tfho: 96 228 95 23

Vercher vici@gva.es

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Don José Maria Tenias Burillo, presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Lluis Alcanyis de Xativa

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en reunion mantenida el 30 de Septiembre de 2004 la
propuesta para la realizacion del estudio observacional titulado Valor de la determinacién de

D-Dimeros en recién nacidos (version del 30 de Junio de 2004).

y considera que:

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto,

teniendo en cuenta los beneficios esperados.

e El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la hoja de

informacion al paciente y de consentimiento informado son adecuades.

e La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y medios disponibles

son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Por tanto, este Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el centro Hospital

Lluis Alcanyis de Xativa por Diia Patricia Correcher Medina como investigadora principal

Lo que firmo en Xativa a 1 de Octubre de 2004
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ANEXO 2. SANGRE DE CORDON

INFORMACION PARA PADRES O TUTORES

El Servicio de pediatria del Hospital Lluis Alcanyis esté llevando a cabo un
estudio para obtener valores normales de D-dimeros en recién nacidos y

poder detectar precozmente problemas de la coagulacion sanguinea.

Para ello, coincidiendo con la extraccion de sangre de corddén gque se realiza
a su hijo para la determinacion del grupo sanguineo y PH, se tomara una
muestra equivalente a 2,5 ml de sangre.

En ningdn caso, supondra una extraccion adicional al nifio.

Si desea que su hijo participe debera comunicarlo al Dr.

Jeiei e , 'y firmar la hoja de consentimiento informado.

La participacion de su hijo es voluntaria, y si no quiere participar, su hijo sera

tratado de acuerdo a su patologia, segun la practica habitual.

Si interviene, debe saber que en cualquier momento puede decidir que su

hijo abandone el estudio, comunicandoselo al Dr..............ccccvveee.
Los datos del estudio seran utilizados exclusivamente para extraer
conclusiones cientificas. Sin embargo, la identidad de su hijo es confidencial

y solo sera conocida por el médico y sus colaboradores.

Si después de leer este documento desea realizar cualquier pregunta sobre

el estudio, dirijase a la Dra. Correcher.
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ANEXO 3. SANGRE VENOSA

INFORMACION PARA PADRES O TUTORES

El Servicio de pediatria del Hospital Lluis Alcanyis esta llevando a cabo un
estudio para obtener valores normales de D-dimeros en recién nacidos y

poder detectar precozmente problemas de la coagulacion sanguinea.

Para ello, coincidiendo con la extraccion de sangre que deba realizarse a su
hijo para determinacion de pruebas metabdlicas en sangre venosa, se
tomara una muestra equivalente a 2.5 ml de sangre.

Los efectos adversos que pueden aparecer son los propios de la extraccion.

En ningun caso, supondra una extraccion adicional al nifio.

Si desea que su hijo participe debera comunicarlo al Dr.

- U , 'y firmar la hoja de consentimiento informado.

La participacion de su hijo es voluntaria. Si usted no desea que participe en
el estudio se le realizara la rutina habitual: misma puncidn venosa y

extraccion exclusiva de sangre (0.2 ml) para las pruebas metabdlicas.

Si interviene, debe saber que en cualquier momento puede decidir que su

hijo abandone el estudio, comunicandoselo al Dr..............cccvvvnee..
Los datos del estudio seran utilizados exclusivamente para extraer
conclusiones cientificas. Sin embargo, la identidad de su hijo es confidencial

y solo sera conocida por el médico y sus colaboradores.

Si después de leer este documento desea realizar cualquier pregunta sobre
el estudio, dirijase a la Dra. Correcher.
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CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE

TITULO: D-DIMEROS EN RN SANO

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado, he podido hacer
preguntas sobre el estudio, he recibido respuestas satisfactorias a mis
preguntas, he recibido suficiente informaciéon, comprendo que Ila
participacion es voluntaria, y presto mi conformidad con que (nombre del
T Tod] =T g1 (=) TSP

participe en el estudio.

Fecha

Firma del representante
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ANEXO 4. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS D-DIMEROS.

NOMBRE Sexo: VIM PN(g)

Ne HC EG: PEG/AEG/ GEG

Puntuacion Apgar E postnatal: FN

PARAMETROS RN (S. CORDON ) 2°dia ( S. VENOSA) 4° dia ( S. VENOSA)

D-dimeros (ng/ml)

Hto (%)

Plg (x1000)

Leucos (mm3)

IQ (%)

TTPA (seg)

Fibrinégeno (mg/dl)

VARIABLES OBSTETRICAS

- Tipo de parto: CST / vaginal; Eutdcico / distécico; Espontaneo / Inducido

- Tipo de Anestesia : general, epidural (locorregional), local, ninguna

Finalizacion del parto: Instrumentado / no Instrumentado ( vacuum, espatulas, forceps)

Duracién del parto
0 Periodo de dilatacién en minutos:
o0 Periodo de expulsivo en minutos

VARIABLES MATERNAS

» Patologia Gestacional: SI/NO Cual: Eclampsia, Pre-eclampsia, Sdr Antifosfolipidico
» Medicacion materna: SI/NO Cual:

» Complicaciones maternas: P hemorragica, trombosis Eclampsia, Embolia LA

PATOLOGIA NEONATAL

Sl NO

Enfermedad por déficit de surfactante (EDS)
Sepsis

Cardiopatia congénita (CC)

Persistencia del ductus arterioso (PDA)
Hipertensién pulmonar primaria (HTPP)
Asfixia perinatal grave/moderada

Onfalitis

Malformacion vascular placentaria
Poliglobulia

Shock

Deshidratacioén

Hijo de madre diabética (HMD)

Coagulacién intravascular diseminada (CID)
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