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Resumen

Este estudio explora el papel de biomarcadores endoteliales en la trombosis venosa
profunda (TVP), el sindrome postrombotico (SPT) y la recurrencia de tromboembolia
venosa (TEV), comparando los niveles de células progenitoras, células progenitoras
endoteliales (CPE), células endoteliales circulantes (CEC) y otros biomarcadores
solubles en pacientes con antecedentes de TVP y controles sanos.

Se incluyeron 32 pacientes con TVP crénica y 61 controles. Mediante citometria de
flujo, se evaluaron los niveles de células progenitoras, CPE y CEC, asi como marcadores
endoteliales solubles como ICAM-1, VEGF, fractalkina y P-selectina, con el objetivo de
determinar su relacion con el dafio endotelial en la fase crénica de la TVP.

Los resultados mostraron que los pacientes con TVP presentaron niveles
significativamente mas bajos de CPE y CEC en comparacion con los controles sanos.
La disminucion de estos niveles podria reflejar una capacidad reducida de
regeneracion endotelial y una reparaciéon vascular inadecuada en el contexto de
la TVP croénica. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles
de biomarcadores endoteliales solubles entre pacientes con TVP y los controles, lo cual
sugiere que estos marcadores pueden ser mas sensibles a la inflamacion aguda que al
dano endotelial croénico.

En el analisis de pacientes con SPT, se identificé una asociacion significativa entre la
recurrencia de TVP y el desarrollo de SPT. Se observo que el 87.5% de los pacientes
con TVP recurrente presentaban SPT, en comparacion con el 40% de aquellos sin
recurrencia. Ademas, se detectaron niveles elevados de CPE y CEC en los pacientes
con SPT y recurrencia, lo que podria indicar un estado de activacion endotelial
persistente en respuesta al dafo cronico. La fractalkina también se encontro
aumentada en pacientes con SPT moderado y severo, y mostro una correlacion positiva
con la gravedad del SPT, sugiriendo que este biomarcador podria ser (til en la
evaluacion del SPT y potencialmente en su tratamiento.

En contraste, otros biomarcadores solubles como ICAM-1, VEGF y P-selectina no
mostraron diferencias significativas entre pacientes con y sin SPT, indicando que su
relevancia clinica podria estar limitada a la fase aguda de la TVP. Estos hallazgos
sugieren que las CPE y CEC podrian desempeiar un papel relevante en la reparacion
vascular en pacientes con SPT y que la fractalkina podria ser un marcador del
estado inflamatorio cronico en esta condicion.

Con base en estos hallazgos, este estudio propone que las CPE y CEC, junto con la
fractalkina, podrian ser consideradas como posibles biomarcadores clinicos para el
manejo y monitoreo de la TVP y el SPT. A futuro, estudios prospectivos mas amplios
seran necesarios para confirmar estas asociaciones y evaluar la utilidad de estos
biomarcadores en la practica clinica, potencialmente orientando nuevas estrategias
terapéuticas enfocadas en la regeneracion endotelial y la reduccion de complicaciones
a largo plazo en pacientes con alto riesgo de TEV recurrente y SPT.



Palabras claves: Trombosis venosa profunda, Sindrome postrombotico, Células
progenitoras endoteliales, Células endoteliales circulantes, Fractalkina.
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CAPITULO 1.- INTRODUCCION

1.1.1 Enfermedad tromboembdlica venosa - Un problema mundial
- Epidemiologia

La trombosis venosa profunda (TVP) y la embolia pulmonar (EP), denominadas en su
conjunto como enfermedad tromboembdlica venosa (TEV), son un importante
problema de salud publica.

La TVP, definida como la obstruccion de un vaso en el sistema venoso profundo, puede
manifestarse en cualquier nivel de este sistema. Aunque en aproximadamente el
90-95% de los casos se presenta en los miembros inferiores, también puede afectar los
miembros superiores, constituyendo entre el 1y el 4% del total de casos. (1) Ademas,
existen localizaciones menos comunes, como las venas hepaticas, renales,
mesentéricas o las cavidades cardiacas derechas, que representan el porcentaje
restante de los casos. (1) La EP constituye la complicacion mas grave y frecuente de
la TEV, ocasionada por la migracion del trombo desde los miembros inferiores,
generalmente, hacia la circulacion pulmonar, condicionando la oclusion parcial o
total de arterias pulmonares, con el consiguiente cese de perfusion hacia el
parénquima pulmonar distal al area afecta. En 1999, Girard et al.

(1) demostraron que hasta en un 82% de pacientes diagnosticados de EP sintomatica
existia TVP concomitante. De igual forma, Monreal et al. (2) detectaron en 2001 que
hasta un 50% de los pacientes con TVP sintomatica, presentaban EP asociada, la
mayoria de ellas silente.

En Europa, la mortalidad por TEV se calcula alrededor de 500.000/afo. (3) En
Espaina, la EP es la tercera causa de muerte vascular después del infarto agudo de
miocardio y el ictus. (4)

En los Ultimos afos, se ha observado un incremento significativo en las tasas de
incidencia de TEV a nivel mundial. (5) A pesar de este aumento generalizado, la
proporcion de TEV asociado al cancer en comparacion con otras causas de origen
no oncoldgico parece mantenerse relativamente constante. (6) Este fenomeno sefala
la creciente relevancia de esta patologia, la cual conlleva considerables gastos
anuales relacionados con hospitalizacion, asi como costos prevenibles e
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indirectos asociados al TEV, estimados en aproximadamente 8.500 millones de euros en
la Unidon Europea. (7) Estos costos representan una carga significativa para los
sistemas de salud y se proyecta que aumentaran en los préoximos anos.

La hospitalizacion ha demostrado ser uno de los mayores factores de riesgo para
desarrollar TEV, ya que se ha visto que la poblacion internada tiene 100 veces mas
probabilidades de sufrir el evento comparado con la poblacion ambulatoria. Se ha
reportado que un 60% de los casos de TEV ocurre durante la hospitalizacion, lo que
convierte a esta enfermedad en la principal causa evitable de muerte en hospitales.
Ademas, las repercusiones de la hospitalizacion influyen incluso después del alta,
reportandose una proporcion significativa de casos que desarrollaron el evento dentro
de los primeros 3 meses luego de la internacion. Se ha estimado una incidencia de
2.39 eventos de TEV asociada a hospitalizacion cada 1000 pacientes en Estados
Unidos, y una incidencia de 4.5 cada 1000 pacientes en Australia. A su vez, un estudio
de cohorte publicado en 2017 en el Reino Unido estimé una incidencia de 1.42 eventos
asociados a hospitalizacion cada 1000 pacientes en un centro hospitalario, resultando
en una prevalencia mucho menor de la patologia en comparacion con los otros dos
paises mencionados (8-9) En Uruguay, Ces et al.

(10) llevaron a cabo un estudio observacional en el Hospital de Clinicas, en el cual
incluyeron a 3036 pacientes hospitalizados entre junio y septiembre de 2018. Los
resultados mostraron una incidencia de TEV de 1,9 casos por cada 1000 pacientes
hospitalizados.

TABLA 1. INCIDENCIA DE TEV SEGUN PAiS (100.000 PERSONAS/ANO)

Pais Incidencia de TEV Incidencia de TVP Incidencia de EP
Noruega 1.43 0.93 0.50
Italia - - 0.41-0.55
Francia 1.84 1.19 0.64
Espana 1.54 - 0.33
Alemania 1.4-3.2 1.1-2.9 0.8-1.6
Reino Unido 0.75-1.31 0.4 0.34
Dinamarca 1.15 0.65 0.51
USA 1.17 0.48 0.69
Canada 1.22-1.38 0.78 0.45
Australia 0.83 0.52 0.31
Taiwan 0.16 - -

Hong Kong 0.08 0.17 0.04
Korea 0.14 0.05 0.07
Argentina 1.65 1.3 0.69

*Modificado de Pastori et al. (11)

TEV : Trombo embolismo venoso; TVP: trombosis venosa profunda ; EP: Embolia pulmonar

1.1.2 Clinica y diagnostico

La TEV puede presentarse de diversas formas, siendo las formas mas importantes y

frecuentes de manifestacion clinica la TVP y el EP. Asi, dentro de la trombosis venosa
se encuentra la trombosis venosa superficial (TVS) y TVP segln su localizacion.
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Las TVP se localizan mayoritariamente en las extremidades inferiores y suelen tener
su origen a nivel soleo, la denominada TVP distal. En el caso de afectacion de venas
femorales, iliacas o pélvicas se denomina TVP proximal. La mayoria de las TVP
proximales tienen su origen en trombos originados en venas distales. Asi lo
evidenciaron en el estudio de Cogo et al. (12), en el que revisaron una serie de casos
con TVP sintomatica (n=189) en el cual los casos con TVP proximal (89%)
presentaban también un trombo distal en un 99% de los pacientes.

La sintomatologia de la TVP depende de varios factores como la extension de la
trombosis, la formacion de vasos colaterales, la severidad de la oclusiéon vascular
asociada, la inflamacion y la capacidad del paciente en tolerar los cambios
hemodinamicos. Las TVP pueden ser agudas o crénicas y pueden o no presentar
complicaciones. La TVP distal aislada de forma poco habitual causa sintomatologia
en las piernas (so6lo un 11% dan clinica) y presenta una baja incidencia de EP
clinicamente relevante. (12) Hasta un 50% de las TVP distales pueden resolverse de
forma espontanea a las 72 horas mientras que un 15-30% de los casos se extiende a
las venas proximales. (13) La TVP proximal suele ir asociada a sintomatologia en las
piernas en un 80% de los casos. La TVP proximal tiene mayor incidencia de EP, aun
asi, existe una elevada proporcion de casos de EP que no presentan sintomatologia
clinica respiratoria y pueden pasar inadvertidos. (13)

El diagnostico de TVP requiere de un elevado indice de sospecha debido a que los
sintomas y signos que presentan pueden ser muy inespecificos. Los sintomas y signos
de la TVP son: dolor, edema y empastamiento de la extremidad afectada, aumento
de temperatura local, cambios en la coloracion cutanea como eritema y cianosis,
circulacion colateral, cordon venoso palpable y signo de Homans. (13)

Los pacientes con EP no presentan sintomatologia clinica en una elevada
proporcion de casos. Se ha evidenciado que entre un 40-50% de los pacientes con
TVP a nivel de miembros inferiores presentan perfusion pulmonar deficiente
diagnosticada por técnica de Tomografia Axial Computarizada (TAC). (14) En la EP
los sintomas generales como la disnea (85%), el dolor toracico (80%) o signos como
la taquipnea (85%), la tos (50%), la hemoptisis (30%) o el sincope (10%) son los mas
frecuentes, pero debido a que son también comunes a numerosas enfermedades
tienen una sensibilidad y especificidad muy bajas (menor al 30%). (15-16)

El diagnéstico de la TEV y, dentro de ella, de la EP, es uno de los retos mas dificiles
para los clinicos que se enfrentan a esta patologia, por la falta de sensibilidad (25%) y
de especificidad (33%) de los signos y los sintomas. En el 20% de los casos, el primer
sintoma es la muerte sUbita debido a una EP. El 70% de los pacientes que experimentan
una EP masiva fallecen dentro de los primeros 60 minutos. Por ello, las pruebas
complementarias urgentes son de gran relevancia para confirmar o descartar la
sospecha clinica e iniciar el tratamiento adecuado. El diagnéstico clinico de la TVP
(dolor, edema, calor, cianosis, eritema, circulacion colateral, cordon venoso
palpable, Homans) solo se confirma en un 25-30% de los casos en que se sospecha.
Dado que las manifestaciones clinicas, por su baja sensibilidad y especificidad, son de
poca utilidad en el diagnéstico, esta patologia no debe ser afirmada ni excluida
basandose sélo en la presentacion clinica. Sin embargo,

13



mediante la anamnesis disponemos de otros datos (factores de riesgo,
antecedentes, etc.) que anadidos a determinados hallazgos clinicos permitieron
desarrollar modelos de prediccion que estimen la probabilidad pre-test de padecer
TVP. En esta idea se basa el modelo clinico de Wells et al. (17) para determinar la
probabilidad de TVP (tabla 2). Este modelo validado permite desarrollar una estrategia
diagnostica y terapéutica segura y fiable sobre todo al combinarlo con pruebas
complementarias no invasivas.

TABLA 2. MODELO CLINICO DE WELLS

Caracteristicas clinicas Puntos

Cancer activo

Paralisis o inmovilizacidn reciente de miembros inferiores

Estancia en cama reciente >3dias o cirugia mayor en el ultimo mes
Hipersensibilidad localizada a lo largo de la distribucién de lasvenas del sistema
venoso profundo

Edema en todo el miembro afectado

Aumento del volumen de la extremidad afectada >3cm

Edema con eritema

Venas superficiales colaterales (no varicosas)

TVP previa

Diagndstico alternativo tan probable o mas que la TVP -2

_ A A A

[EE G G QIS G

* Tomado de Wells et al. (17)

** Probabilidad alta >3 puntos: 75% posibilidad de TVP. Probabilidad intermedia 1-2 puntos: 17%
posibilidad de TVP. Probabilidad baja 0 puntos: 3% TVP.

El diagnostico de EP combina la sospecha clinica, los resultados del dimero D y las
pruebas de imagen. Seguir los algoritmos diagndsticos mejora el pronodstico de los
pacientes evaluados por EP. Se proponen diferentes algoritmos para pacientes estables
e inestables hemodinamicamente. En cualquier caso, el tratamiento anticoagulante
debe iniciarse de manera temprana en pacientes con sospecha clinica intermedia o
alta, sin demoras debido al proceso diagnostico. (18)

Para el diagnostico se utilizan diferentes pruebas complementarias:

1. Dimero-D: El dimero-D es un producto de degradacion de la fibrina, obtenida
de muestras sanguineas mediante la técnica ELISA, que se detecta en la fase
aguda de la TVP. Entre los marcadores de los fenomenos de
coagulacién/fibrindlisis, el dimero D es el Unico que revela fiablemente la
presencia de fibrina. Los niveles elevados de dimero-D indican un exceso de
fibrinolisis, después de una activaciéon de la coagulacién. Una concentracién de
dimero D inferior a un umbral determinado permite excluir la presencia de una
TVO o una EP en pacientes no hospitalizados con sospecha de TVP/EP. Tiene una
sensibilidad y un valor predictivo negativo elevados, con lo que un resultado
negativo puede ayudar a excluir el diagnostico de TVP. El dimero-D puede
producirse en otras muchas enfermedades, como infecciones, neoplasias,
insuficiencia cardiaca y renal, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular,
coagulacion intravascular diseminada, entre otras; es por ello, que la prueba del
dimero-D tiene una baja especificidad para el diagnoéstico de la TVP. (19-20)
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Eco-doppler venoso: Con esta técnica es posible identificar el trombo endoluminal
completo, asi como defectos intraluminales no oclusivos o debidos a una
compresién extrinseca. Tiene la ventaja potencial de poder visualizar las venas
mas distales. El criterio de anormalidad se establece ante la ausencia de color y al
detectarse defectos lineales intraluminales. La sensibilidad en TVP sintomatica
proximal es del 97%, mientras que la especificidad es del 97%. Si la TVP es distal,
la sensibilidad es del 75%. A su vez, la ultrasonografia Doppler color es la técnica
de eleccidn en pacientes en los que, por sus antecedentes personales, se sospecha
una TVP sin sintomas. (19)

Ultrasonido en point of care (POCUS): es una modalidad de imagen que se ha
convertido en una parte fundamental del cuidado clinico proporcionado en el
departamento de emergencias. En un metanalisis, que incluyé 81 estudios (74 que
evaluaron la aplicacién diagndstica de POCUS y siete que evaluaron el uso de
POCUS en la guia de procedimientos clinicos) se observo que el POCUS de dos
puntos tiene una sensibilidad y especificidad de 89% y 96% respectivamente,
mientras que el POCUS de tres puntos tiene sensibilidad de 87% y especificidad de
92% en el diagnostico de trombosis venosa profunda. (21)

Flebografia: Se realiza mediante la inyeccién de un medio de contraste en el
sistema venoso que permite la visualizacion directa de los defectos de replecion
y la extension del proceso trombotico. Es muy sensible y especifica. Sigue siendo
el gold-estandar a pesar de que en la actualidad no se utiliza de forma rutinaria.
Su poco uso es debido a que se trata de una prueba cruenta no exenta de
complicaciones y que precisa de una infraestructura hospitalaria mas compleja
para su realizacién

Radiografia torax: La radiografia de torax es una exploracion imprescindible en
pacientes con sintomas cardiopulmonares. Alrededor de un 76% de los pacientes
con EP tienen alteraciones en la radiografia de torax, aunque, en la mayoria de
casos, estas sean poco especificas. Los hallazgos mas habituales son la
cardiomegalia, el derrame pleural, la elevacion del hemidiafragma, atelectasias y
el infiltrado pulmonar.

Electrocardiograma: Se encuentra alterado en el 70-80% de los casos de EP.
Gammagrafia de ventilacién-perfusion: Durante varias décadas, la
gammagrafia de ventilacion-perfusion (V/Q) pulmonar ha sido la prueba que ha
vertebrado la estrategia diagnostica de los pacientes con sospecha de EP. Hoy
en dia, ha sido reemplazada por la angio-TC multidetector como prueba
diagnéstica de eleccion. Se suele reservar para pacientes con alergia a
contrastes yodados o para algunos casos con insuficiencia renal. Mediante la
gammagrafia sélo un 27% de los pacientes que se evallan por una sospecha
clinica de EP tienen una gammagrafia pulmonar concluyente, y la incidencia de
EP en pacientes con gammagrafia no concluyente varia entre el 16% y el 66%,
segun el grado de sospecha clinica. Asi, en la mayoria de las ocasiones es
necesario realizar exploraciones complementarias adicionales para llegar a un
diagnostico de certeza. (16)

Angiografia toracica por tomografia computarizada multidetector: En el momento
actual la angio-TC multidetector es la prueba de imagen de eleccion para el
diagnostico de EP. En una revision sistematica y metaanalisis que incluyo
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a 2.020 pacientes procedentes de 3 estudios, el riesgo tromboembodlico de los
pacientes no anticoagulados en base a un resultado de angio-TC negativa fue
del 1,2% (IC 95%: 0,8-1,8) con un riesgo de TEP fatal del 0,6%. Permite visualizar de
forma directa el trombo dentro de un vaso de forma no invasiva y rapida, con una
tasa baja de efectos adversos y contraindicaciones. La aparicion de TC multicorte
de ultima generacion ha permitido la excelente visualizacion de las arterias
pulmonares subsegmentarias. En la revision sistematica y metaanalisis realizada
por Mos et al. (22) la TC multicorte es la técnica que ofrece una mejor relacion
coste/efectividad en el diagnostico ante un paciente con sospecha de TEP.

Otras exploraciones: La arteriografia pulmonar, al igual que la flebografia, ha sido
hasta hace pocos afnos la prueba referente para la confirmacion diagnoéstica del
TEP, pero es una prueba invasiva con posibilidad de complicaciones y escasa
sensibilidad en la identificacion de TEP en ramas subsegmentarias por lo que ha
quedado desplazada por el TC. La ecocardiografia transtoracica y la angio-
resonancia magnética son otras pruebas que se recomienda no realizar de forma
rutinaria, pero que en ciertos casos pueden ayudar en el diagnodstico del TEP.

1.1.3 Manejo actual de la TEV

Actualmente el tratamiento standard de la TEV es con anticoagulacion por al
menos 3 meses, teniendo que definir en forma individualizada en base a las
caracteristicas clinicas de la TEV y los factores de riesgo de recurrencia la duracién
de la anticoagulacion. El objetivo principal del tratamiento en la fase aguda de la TVP
es prevenir el crecimiento del trombo y reducir el riesgo de EP. Con el inicio de la
terapia anticoagulante, el riesgo de EP y de trombosis recurrente disminuye
francamente. (23) El inicio temprano del tratamiento también reduce la incidencia
y severidad del Sindrome post-trombotico (SPT). (24-25)

Con el inicio rapido de accion de los anticoagulantes modernos, muchos pacientes
pueden ser tratados de forma ambulatoria, reduciendo la necesidad de admisiones
hospitalarias.

Con este abordaje terapéutico (anticoagulacion) aproximadamente el 30% de los
pacientes con TEV van a presentar un nuevo episodio de TVP/EP (recurrencia) y 30%
de los que tuvieron TVP van a desarrollar insuficiencia venosa croénica (IVC) o SPT
con el consiguiente impacto en la calidad de vida.

Terapia anticoagulante inicial y de mantenimiento

Después de confirmar el diagnostico de TVP, se debe iniciar la anticoagulacion a dosis
terapéuticas sin demora. Es importante distinguir entre la terapia inicial y la de
mantenimiento debido a las diferentes aprobaciones de los anticoagulantes
individuales. En la fase inicial, que generalmente cubre los primeros 5 a 21 dias, se
utilizan anticoagulantes parenterales o dosis mas altas de anticoagulantes orales para
contrarrestar el riesgo excesivo de complicaciones en la fase aguda de la TEV.
Posteriormente, se utiliza la dosis terapéutica para la fase de mantenimiento durante
al menos 3 a 6 meses, pudiéndose prolongar en casos individuales. Al final de la fase
de mantenimiento, se debe decidir si es necesario continuar con la anticoagulacion
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y, de ser asi, en qué dosis, para la prevencion eficiente de la recurrencia de la TEV, o
si se puede discontinuar la anticoagulacion.

Numerosos expertos y algunas guias recomiendan que, para el tratamiento de la TEV,
se prefiera un régimen con un anticoagulante oral directo (DOAC) sobre la terapia
tradicional con un antagonista de la vitamina K (VKA), siempre que no existan
contraindicaciones especificas (por ejemplo, insuficiencia renal grave, sindrome
antifosfolipido, embarazo). (18,26-27)

Grandes ensayos controlados aleatorizados (RCT) mostraron la no inferioridad de
apixaban, dabigatran, edoxaban y rivaroxaban en comparacion con la terapia
tradicional con heparina de bajo peso molecular (HBPM) o fondaparinux seguido
de antagonistas de vitamina K (VKA). (28-33) Algunos metaanalisis confirmaron una
eficacia comparable en la prevencion de recurrencias de TEV para todo el grupo
de DOAC y mostraron una reduccién significativa del 40% de sangrado mayor en
comparacion con los VKA. (34-35)

Si se seleccionan apixaban y rivaroxaban para la terapia de mantenimiento, la
anticoagulacion puede iniciarse directamente por via oral, administrandose dosis
mas altas en la fase inicial (Figura 1). Si se pretende la terapia de mantenimiento
con dabigatran, edoxaban o VKA, se requiere un tratamiento inicial con
anticoagulantes parenterales, preferiblemente HBPM o fondaparinux. El uso de
heparina no fraccionada (HNF) hoy en dia se limita casi exclusivamente a pacientes
con insuficiencia renal grave, cuando la HBPM, el fondaparinux y la mayoria de los
anticoagulantes orales estan contraindicados. La HNF también se utiliza cuando se
desea un anticoagulante de vida media corta (por ejemplo, paciente
hemodinamicamente inestable, mayor riesgo de sangrado). (18,26-27)

Revascularizacién Endovenosa o Quirurgica

La phlegmasia cerulea dolens es una emergencia vascular extremadamente rara,
caracterizada por una trombosis masiva que ocasiona una obstruccion completa
del flujo venoso en una pierna, lo cual conlleva un alto riesgo de sindrome
compartimental, isquemia aguda del miembro y gangrena venosa. En estos casos,
es fundamental realizar una recanalizacion venosa inmediata con el objetivo de
preservar el miembro afectado. La eleccion del procedimiento, sea endovascular
o cirugia abierta, debe llevarse a cabo de manera interdisciplinaria y dependera
de la situacion clinica general del paciente y de la experiencia del especialista.
Segln las guias clinicas de la European Society for Vascular Surgery (ESVS), el
procedimiento debe adaptarse a cada caso. (36)

La recanalizacion endovascular en casos de TVP aguda puede considerarse en pacientes
con trombosis proximal, especialmente si afecta las venas iliacas y se presenta con un
alto riesgo de desarrollar SPT. Esto aplica particularmente para casos de TVP
iliofemoral descendente con sintomas graves de estasis venosa, siempre que los
sintomas no persistan por mas de 14 dias y el riesgo de sangrado sea bajo. Sin
embargo, los datos actuales no muestran una reduccion significativa en la
mortalidad, el riesgo de EP o recurrencia de TEV, ni mejoras en la calidad de vida con
este abordaje. (36)
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Una revision Cochrane (37) reciente, que evalu6 19 ensayos con un total de 1,943
pacientes, analizo la eficacia de la trombolisis dirigida por catéter, sola y en
combinacién con otros procedimientos endovasculares. Los resultados mostraron
que el uso de tromboliticos se asocia a una mayor tasa de recanalizacion completa
(RR: 2.42; IC 95%: 1.42-4.12), pero con un incremento en el riesgo de complicaciones
hemorragicas (6.7 % vs. 2.2 %; RR: 2.45; I1C 95%: 1.58-3.78). Tras un periodo de
observacion de 6 meses a 5 afos, la diferencia en el desarrollo de SPT entre los
grupos fue minima (49.6 % con tratamiento endovenoso y 52.8 % con solo
anticoagulacion; RR: 0.78; IC 95%: 0.66-0.93). Al analizar los ensayos clinicos
aleatorizados (RCT) mas recientes, como CaVenT, ATTRACT y CAVA, no se
observaron ventajas significativas de la trombdlisis dirigida por catéter en
combinacion con procedimientos endovasculares en términos de reduccion de SPT
o ulceracion venosa. Las limitaciones en el disefio de estos estudios impiden extraer
conclusiones definitivas.

Profilaxis Secundaria después de un episodio de TEV

En los ultimos afos, todas las guias relevantes han establecido una duracion de la
anticoagulacion de al menos 3 meses para pacientes con TVP de extremidades
inferiores y para aquellos con embolia pulmonar (EP). (18,26-27)

Después de 3 a 6 meses, la TVP y/o la EP suelen estar adecuadamente tratadas, por
lo que se considera que la fase de terapia inicial y de mantenimiento esta
completada. En la practica clinica, la TEV extensa a menudo se trata durante mas
tiempo (por ejemplo, hasta 12 meses), especialmente si todavia se detecta una alta
carga de trombos residuales. (38-39) La decision de continuar o descontinuar la
terapia anticoagulante mas alla de la fase de mantenimiento depende en gran
medida del riesgo estimado de recurrencia de la TEV. Si se decide una terapia
indefinida, también se debe tener en cuenta el riesgo individual de sangrado bajo
anticoagulacion continua y las preferencias y preocupaciones del paciente.

En cohortes no seleccionadas de TEV, el riesgo acumulado de recurrencia después
de la suspensidn de la anticoagulacion es del 6.3 % a los 3 meses, 8.0 % a los 6 meses,
13 % al afio, 23 % a los 5 afos y 30 % a los 10 afios. (40) Numerosos factores influyen en
el riesgo de recurrencia en diversos grados (Tabla 3). Ademas de los factores de riesgo
propios del paciente (edad, sexo), deben considerarse las caracteristicas del TEV
previo (localizacidon, extension, desencadenante, curso clinico, consecuencias a
largo plazo), las enfermedades concomitantes (por ejemplo, malignidad, infeccion,
enfermedad autoinmune) y las co-medicaciones (por ejemplo, estrégenos). Ademas,
pueden existir circunstancias concomitantes que aumentan el riesgo (por ejemplo,
obesidad, varices, viajes frecuentes) que por si solas no justificarian la profilaxis
secundaria con medicamentos, pero que deben incluirse en la evaluacion global. Si hay
varios factores de riesgo presentes, es dificil estimar el posible efecto aditivo,
multiplicativo o exponencial sobre el riesgo de recurrencia. Sin embargo, se puede
suponer que el riesgo de recurrencia a largo plazo es menor después de un TEV
relacionado con un factor de riesgo transitorio que ya no esta presente, y mayor en
presencia de factores de riesgo persistentes. (18,26-27)
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La enfermedad maligna activa es un factor de riesgo fuerte para el TEV y la recurrencia
de la TEV. Dado que la aparicion de una TEV aguda puede ser causada por una
malignidad oculta previamente, se deben revisar y actualizar los examenes especificos
por edad y género para la deteccion de cancer, especialmente si la etiologia del evento
actual de la TEV sigue sin estar clara. Dependiendo de la extension de los diagnésticos
después de la ocurrencia de una TEV, la probabilidad de detectar una malignidad
previamente desconocida esta entre el 3 %y el 15 %, y es mayor después de una
TEV no provocada en comparacion con una TEV asociada a riesgos y mayor en
personas mayores en comparacion con personas mas jovenes. (41-42)

Como fue mencionado otro factor a tener en cuenta es el riesgo de hemorragia
mayor. En un metanalisis, la incidencia de hemorragia mayor para la profilaxis
secundaria con un régimen de DOAC fue de 1.12 (IC 95%: 0.72-1.62) en comparacion
con 1.74 (IC 95%: 1.34-2.20) por cada 100 personas-afno con VKA. (43) El riesgo de
morir por hemorragia mayor fue comparable para VKA y DOAC (tasa de letalidad:
8.3% [IC 95%: 5.1-12.2%] vs. 9.7% [IC 95%: 3.2-19.2%]). Considerando que la
profilaxis secundaria eficiente es posible para muchos pacientes con dosis bajas de
apixaban o rivaroxaban, la evaluacion actual de riesgo-beneficio se inclina
considerablemente hacia la profilaxis secundaria basada en anticoagulantes orales
directos.

Se han desarrollado puntuaciones de riesgo de hemorragia para pacientes con TEV
en anticoagulacion, pero han sido poco validadas y no proporcionan una
orientacion significativa en la practica clinica diaria. (44-45) Por lo tanto, debido a
la falta de estudios de manejo prospectivo para pacientes con TEV, una puntuacién
alta de riesgo de hemorragia no debe usarse como justificacion para negar la
anticoagulacion a pacientes con TEV aguda, que claramente indica la necesidad de
anticoagulacion.

Por lo tanto, para la anticoagulacion como profilaxis secundaria el factor decisivo
principal es la clasificacion de los factores de riesgo que contribuyen al TEV inicial,
distinguiéndose entre factores fuertes y débiles, asi como persistentes y transitorios.
Se recomienda continuar la anticoagulacién de forma indefinida en casos de alto riesgo
de recurrencia (por ejemplo, malignidad activa, SAF, TEV no provocado recurrente),
generalmente a la misma dosis recomendada en la fase de mantenimiento. En
contraste, la anticoagulacion puede detenerse después de al menos 3 meses de terapia
si se considera que el riesgo de recurrencia es bajo. Esto es aplicable si el TEV ocurrio
en asociacion con un desencadenante transitorio fuerte (por ejemplo, cirugia mayor,
trauma con fractura, reposo en cama durante 3 dias) que ya no esta presente o es
relevante al final de la fase de terapia.

La toma de decisiones para pacientes con riesgo moderado de recurrencia es
dificil, ya que la interrupcion y la continuacion de la anticoagulacion pueden
considerarse opciones equivalentes. Este grupo incluye pacientes con TEV no
provocado y aquellos en los que el evento inicial ocurrio en asociacion con
desencadenantes débiles o cuestionables. En estos casos, la continuacion de la
anticoagulacion suele ser razonable, pero el beneficio clinico es menos
pronunciado y debe sopesarse contra el riesgo individual de sangrado, teniendo en
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cuenta las preferencias del paciente. La continuacidon de la anticoagulaciéon también
debe considerarse si persisten factores de riesgo débiles (por ejemplo, enfermedad
inflamatoria intestinal) y si el riesgo de sangrado es bajo. Por otro lado, si el TEV inicial
fue desencadenado por un factor de riesgo transitorio débil (por ejemplo, terapia con
estrogenos, embarazo, viajes prolongados, lesion en la pierna sin fractura) y no hay
factores de riesgo persistentes adicionales, se debe considerar la interrupcion de la
anticoagulacion. (18,26-27)

Cuando se decide continuar la anticoagulacion en pacientes con riesgo moderado
de recurrencia de TEV, el uso de apixaban a dosis bajas (2.5 mg dos veces al dia) o
rivaroxaban (10 mg una vez al dia) es una opcion basada en la evidencia. (33,46)

Los pacientes que tienen una alta carga de trombos residuales después de una TVP
proximal, generalmente definida como mas del 40 % de obstruccion de la seccion
transversal de la vena, tienen una tasa de recurrencia mas alta que los pacientes
con recanalizacion completa de sus venas trombosadas originalmente. (47-49) Esto es
el caso para el 50 al 60% de los pacientes después de una TVP proximal y, segiin un
metanalisis, se asocia con un riesgo 1.3 veces mayor de recurrencia del TEV (IC 95%:
1.06-1.65), lo que convierte a la obstruccion venosa residual (OVR) en un factor de
riesgo débil para la recurrencia del TEV. (39)

Sin embargo, los estudios que incorporan la OVR en la decision sobre la duracion de
la terapia anticoagulante encontraron que una duracion flexible de la terapia de
hasta 12 a 24 meses se asocio con un menor riesgo de recurrencia del TEV que una
duracion fija de la terapia de 3 a 6 meses (HR ajustado 0.64; IC 95%: 0.39-0.99). (50)

También puede ser util determinar los D-dimeros antes del final planeado de la
terapia, para pausar la anticoagulacion si los D-dimeros son normales, y repetir la
prueba de D-dimeros después de 4 o 12 semanas. (51-52) Los niveles elevados de
D-dimeros bajo anticoagulacién, asi como un aumento en los D-dimeros después
de la interrupcion de la anticoagulacion, indican un mayor riesgo de recurrencia e
identifican a los candidatos que se benefician de la continuacién o reanudacion
de la terapia anticoagulante. (53-55)

Sin embargo, es importante recordar que los D-dimeros no son especificos y pueden
elevarse en una variedad de situaciones (por ejemplo, infeccion, inflamacion,
malignidad, embarazo). Ademas, los hombres tienen un mayor riesgo de
recurrencia que las mujeres. Con base en la evidencia disponible, podria
argumentarse que los niveles normales de D-dimeros después de la interrupcién de
la anticoagulacion no predicen un riesgo de recurrencia suficientemente bajo en
los hombres. (56) En este sentido, la prueba de D-dimeros puede tener un beneficio
adicional en la toma de decisiones, pero no es un parametro adecuado para basar
la decision sobre la profilaxis secundaria del TEV Unicamente en este biomarcador.

Finalmente, los pacientes en los que el evento inicial se manifest6 como una EP
también pueden ser candidatos para una anticoagulacion prolongada, ya que la
evidencia indica que la recurrencia del TEV es mas probable que se manifieste
nuevamente como EP. (57)
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Todo lo anteriormente explicado indica que se necesitan nuevos biomarcadores
que permitan predecir el riesgo de recurrencia luego de finalizada la fase de
tratamiento de mantenimiento.

FIGURA 1. FASES DEL TRATAMIENTO DE LA TEV

Fase inicial (5-21 dias)

* Apixaban/rivaroxaban en dosis
iniciales o dosis terapéuticas de
HBPM o fondaparinux

* Considerar HNF o HBPM en
pacientes inestables o con riesgo
sangrado

Fase de Mantenimiento

(al menos 3 meses)

* DOACS en dosis mantenimiento

* VKA con INR 2-3 (necesario SAF)

* Considerar HNF o HBPM en
pacientes inestables o con riesgo
sangrado

ﬁ
o

Alto riesgo recurrencia
* Continuar anticoagulaciéon ante
factores de riesgo fuerte que
persisten (SAF, Cancer, TEV
recurrente, etc)

Riesgo moderado recurrencia
* TEV no provocada o relacionada
a factor riesgo débil o
cuestionable
» Continuar anticoagulacién. Si
DOAC se reduce dosis

Bajo riesgo recurrencia
* TEV provocada a factor
transitorio
* Discontinuar anticoagulaciéon
* Profilaxis en situaciones de
riesgo

HNF:Heparina no fraccionada; HBPM:Heparina de bajo peso molecular; DOACS:Anticoagulantes directos orales; VKA: Antagonistas de vitamina K;
SAF: Sindrome anti fosfolipidico; TEV: Tromboembolismo venoso

TABLA 3. FACTORES DE RIESGO ESTABLECIDOS PARA DESARROLLAR UN PRIMER TVE ESTRATIFICADOS SEGUN LA
MAGNITUD DEL AUMENTO DEL RIESGO

Factores de riesgo fuertes Factores de riesgo Factores de riesgo débiles
(OR=10) moderados (OR 2-9) (OR <2)
VTE previa Tratamiento hormonal que Reposo en ca ma de 3 dias
contiene estrogenos (p. €j.,
Trauma con fractura de ACO, TRH, FIV) Diabetes mellitus
pierna

Tercer trimestre de embarazo Hipertension arterial

Reemplazo de cadera o
rodilla Periodo posparto
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Trauma mayor Malignidad activa Inmovilidad debido a estar
sentado (p. €j., viajes de

Lesion de la médula espinal Catéteres venosos centrales larga distancia)
y dispositivos

Infarto de miocardio (en los Edad avanzada

ultimos 3 meses) Quimioterapia

Obesidad
Hospitalizacion por Trastornos autoinmunes
enfermedad cardiaca o Embarazo en el primer y
fibrilacion auricular/flutter (én  Enfermedad inflamatoria segundo trimestre
los ultimos 3 meses intestinal

Venas varicosas

Infeccion sistémica (p. ej.,
neumonia, infeccion del Cirugia laparoscopica (p. €j.,
tracto urinario, VIH) colecistectomia)

Insuficiencia cardiaca o
insuficiencia respiratoria

Accidente cerebrovascular
con paralisis

Cirugia artroscopica de
rodilla

Trombosis venosa superficial

Trombofilia hereditaria o
adquirida

Agentes estimulantes de la
eritropoyesis

ACO: Anticonceptivos orales; TRH: Terapia de remplazo hormonal, FIV:Fertilizacion in-vitro; HIV:Virus de la inmundoeficiencia

TVP Distal Aislada y Trombosis de Venas Musculares Aisladas
Entre el 30 y el 60% de todas las TVP afectan Unicamente las venas tibiales y

peroneales. (58-59) La trombosis aislada de la vena muscular de la pantorrilla, que
involucra las venas de los mulsculos gastrocnemio y soleo, debe distinguirse de esto.
En comparacion con la TVP proximal, el riesgo de EP en la TVP distal aislada es
significativamente menor y varia entre 1 al 2 % y 10 al 15 %, dependiendo de si se
considera la EP sintomatica o asintomatica. EL SPT clinicamente relevante después de
la TVP distal aislada es raro. Recientemente, un metanalisis de Cochrane demostré
que el riesgo de recurrencia de TVP después de una TVP distal aislada se reduce en
mas del 60 % con el uso de anticoagulantes (3.1 % vs. 9.1 %, respectivamente, para
pacientes con y sin anticoagulacion; RR: 0.34, IC 95%: 0.15- 0.77), mientras que el
riesgo de EP fue basicamente bajo (1.0 % vs. 1.2 %, respectivamente, para pacientes
con y sin anticoagulacion). (60) Para TVP distal confirmada, generalmente se considera
suficiente una terapia de 3 meses. Esto también se aplica para la TVP distal recurrente.
Si hay un factor de riesgo fuerte y persistente para la recurrencia del TEV (por ejemplo,
trombofilia hereditaria grave, sindrome antifosfolipido, malignidad activa), se debe
considerar una anticoagulacion prolongada por mas de 3 meses. (61-62)
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Aunque la situacion de los datos en los estudios de cohortes disponibles es muy
variable, las tasas de complicaciones para la trombosis aislada de venas musculares
parecen ser incluso mas bajas que para la TVP distal. Sin embargo, si no se tratan,
estas pueden crecer hacia el sistema venoso profundo, con tasas de progresion del
8 al 25 % reportadas en la literatura. (63) El grado en que la anticoagulacion es
beneficiosa para los pacientes con TVP muscular es controvertido. La mayoria de
los expertos y las guias sugiere realizar una anticoagulacion a corto plazo de 7 a 10
dias hasta que los sintomas hayan desaparecido y, en el caso de factores de riesgo
persistentes (por ejemplo, inmovilidad prolongada, enfermedad tumoral activa),
extender la duracion de la terapia a 4 semanas. Si no se utiliza anticoagulacion porque
se considera cuestionable la relacion riesgo-beneficio, se debe realizar una
documentacion detallada de la extension de la TVP y ofrecer un seguimiento clinico y
sonografico cercano. En casos de deterioro clinico o progresion de la trombosis en
la fecha de seguimiento, se debe iniciar la anticoagulacion.

1.1.4 Complicaciones de la TEV

Las complicaciones de la TEV pueden ser graves y variadas, afectando
significativamente la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes. La EP una de
las complicaciones mas serias de la TEV, Alrededor del 10-30% de los pacientes con
TVP no diagnosticada o no tratada correctamente desarrollaran EP. La EP es
responsable de una significativa morbimortalidad, con tasas de mortalidad que pueden
llegar al 30% si no se trata, pero que se reduce a menos del 8% con tratamiento
adecuado.

Otra complicacioén es la IVC o el SPT, que ocurre en algunos pacientes después de una
TVP, especialmente en las piernas. Este sindrome incluye sintomas como dolor,
hinchazén, cambios en la piel, y dUlceras venosas, que pueden deteriorar
significativamente la calidad de vida. Afecta aproximadamente al 20-50% de las
personas que han tenido TVP en las extremidades inferiores dentro de los dos afos
posteriores al evento inicial. Otra complicacion vinculada a la resolucion incompleta
del coagulo en las arterias pulmonares es la enfermedad tromboembolica crénica
(CTED) e hipertension pulmonar tromboembolica cronica (CTEPH)]. (64)

Otra de las complicaciones es la recurrencia del episodio trombotico. El riesgo de
recurrencia trombotica depende de: a) la eficacia del tratamiento del episodio
agudo; b) una duracion minima de tratamiento a largo plazo; c) la posibilidad de
que el paciente tenga un factor de riesgo intrinseco para sufrir un nuevo episodio
de TEV.

En un meta analisis que incluyo6 a 2.925 pacientes que habian sufrido un primer episodio
de TEV no secundario a cancer y que habian recibido distintas duraciones de
tratamiento, el riesgo de recurrencia aumenté significativamente en aquellos casos
con duracion del tratamiento fue menor a los 3 meses de tratamiento anticoagulante
(HR 1,52; 1C 95%: 1,14-2,02). No se objetivaron diferencias en el riesgo de recurrencia
entre los que habian realizado 3 meses 0 6 meses o mas de tratamiento (HR 1,19; IC
95%: 0,86-1,85). Con estas evidencias se acepta que el
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tratamiento a largo plazo de paciente con TEV debe tener una duracién minima de
3 meses. (65)

1.1.5 Complicaciones de la TEV: SPT
El SPT es una forma de IVC con diversas manifestaciones clinicas que van desde

molestias minimas hasta dolor crénico. El SPT se reconoce cada vez mas como una
consecuencia frecuente de la TVP, tipicamente aparece dentro de los 2 afos
posteriores a la TVP y afecta entre el 30 al 50 % de los pacientes. La incidencia del
SPT, que tipicamente aparece dentro de los 2 afos posteriores a la TVP, varia
ampliamente, oscilando entre el 20% y el 80%. (66)

Representa una carga economica y de morbilidad importante. Los costos totales
del tratamiento asociado al SPT (que incluyen estudios de imagenes, analisis de
laboratorio, entre otros) son mucho mayores entre los pacientes con TVP que
desarrollan SPT, en comparacion con aquellos que no lo padecen. Las encuestas
también han mostrado que la calidad de vida relacionada con la salud informada
por los pacientes es similar a la de personas que viven con diabetes crénica grave
o insuficiencia cardiaca congestiva. (67) Dada esta carga, el diagnostico temprano
y el tratamiento del SPT son esenciales para preservar la calidad de vida
relacionada con la salud de los pacientes.

Se cree que el SPT se desarrolla después de la TVP debido a la aparicion de hipertension
venosa ambulatoria, lo que conduce a una perfusion reducida del musculo de la
pantorrilla y a un aumento de la permeabilidad tisular, provocando edema crénico,
hipoxia tisular, disfuncion progresiva de la bomba de la pantorrilla, fibrosis subcutanea
y, en Ultima instancia, ulceracion de la piel. La TVP provoca hipertension venosa
cronica a través de dos mecanismos principales: reflujo valvular y obstruccion venosa
residual. Ademas, la TVP desencadena dano valvular inducido por inflamacién en los
segmentos involucrados. (68)

Los signos, sintomas y gravedad del SPT varian de un paciente a otro, desde molestias
minimas hasta dolor crénico severo, edema intratable y ulceracién de la pierna (Tabla
4). Tienden a empeorar con la actividad y mejorar con el reposo. La intensidad de los
sintomas generalmente aumenta a lo largo del dia y puede aumentar y disminuir con
el tiempo. (66)

Los sintomas del SPT incluyen pesadez en los miembros inferiores, cansancio,
hinchazon, picazdn, calambres, parestesia y claudicacion venosa. Los signos del SPT
incluyen manifestaciones dermatoldgicas, como enrojecimiento, hiperpigmentacion
y engrosamiento de la piel. (66)

No hay una prueba diagnostica objetiva para el SPT, que se diagnostica principalmente
por criterios clinicos en un paciente con manifestaciones de IVC y un episodio previo
de TVP en los tres meses anteriores. Sin embargo, la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia recomienda realizar dos evaluaciones consecutivas utilizando
la escala Villalta, una escala clinica desarrollada especificamente para el SPT: la
primera es suficiente para hacer un diagndstico, y la segunda evaluacion tres meses
después mide el grado y la gravedad (Tabla 5).

(69) Otras escalas también utilizadas son las de Brandjes (70) y la escala de Ginsberg

(71) que fueron especificamente creadas para evaluar el SPT. Notablemente, la
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escala de Villalta incorpora un criterio compuesto que toma en cuenta signos clinicos,
sintomas tempranos y complicaciones cutaneas (lipodermatoesclerosis y Ulceras
activas) que pueden desarrollarse mas tarde. Para facilitar la comparabilidad entre
estudios clinicos publicados, varios comités de expertos recomiendan el uso de la
escala de Villalta para el diagnéstico de SPT. (72) Esta escala ofrece evaluaciones tanto
cuantitativas como cualitativas del SPT, sensibilidad a los cambios en la
sintomatologia a lo largo del tiempo, correlacion con alteraciones en la calidad de
vida y exhibe una buena concordancia entre observadores. (72-73)

Tampoco existe un limite de tiempo especifico recomendado después de la TVP
para diagnosticar el SPT. Debido a que pueden pasar unos meses desde el evento
agudo y la resolucion de los sintomas vinculados a la TVP, el diagnostico de SPT debe
posponerse al menos hasta después de la fase aguda (aproximadamente de 3 a 6
meses) después de la TVP.

Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para el SPT, siendo la compresion
venosa una medida que solo proporciona un alivio sintomatico marginal. Varias
técnicas endovasculares destinadas a prevenir la aparicion del SPT mediante la
restauracion de la permeabilidad de la vena trombosada durante la fase aguda
estan en desarrollo. El desafio en validar la eficacia de estos procedimientos
emergentes radica en identificar la poblacion que debe ser tratada, enfocandose
asi en los pacientes con TVP en riesgo de desarrollar SPT. (74)
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TABLA 4. SINTOMAS Y SIGNOS DE SPT

Sintomas Signos

Pesadez o fatiga en las piernas Edema

Hinchazo6n Ectasia venosa

Picazon Enrojecimiento

Calambres Hiperpigmentacion

Parestesia Cianosis dependiente

Dolor intenso Engrosamiento de la piel

Claudicacion venosa Eczema

Patrén de sintomas: peor con la actividad, Atrofia blanca (tejido cicatricial blanco)

estar de pie, caminar; mejor con el descanso,

estar acostado; maximo al final del dia Lipodermatoesclerosis (fibrosis del tejido
subcutaneo)
Ulceras

SPT:Sindrome post trombético

TABLA 5. SCORE DE VILLALTA PARA SEVERIDAD DE SPT

Sintomas Signos
Dolor Edema pretibial
Calambres Induracion de la piel
Pesadez Hiperpigmentacion
Parestesia Enrojecimiento
Prurito Ectasia venosa

Dolor al comprimir la pantorrilla

Ulcera venosa
* Cada sintoma es evaluado por paciente y los signos por el médico. 0-Ausente, 1-Leve,2-
Moderado, 3-Severo, excepto las Ulceras que son presentes o ausentes. Score <4 sin PTS, >4
presencia de PTS; 5-9 PTS leve, 10-14 moderado, >14 o presencia de Ulceras severo.

Marcadores predictores de SPT

Los factores de riesgo para el SPT no se comprenden completamente en la actualidad,
lo que dificulta predecir qué pacientes desarrollaran SPT. Sin embargo, estudios
recientes han mejorado nuestra comprension de la epidemiologia, los factores de
riesgo y la prevencion del SPT, y se han identificado varios factores clinicos y bioldgicos
que influyen en el riesgo.

Factores de riesgo aparentes en el momento del diagnodstico de TVP: El riesgo de SPT es
dos o tres veces mayor en pacientes que desarrollan TVP proximal (especialmente
con afectacion de la vena iliaca o femoral comuln), en comparacion con aquellos
que desarrollan TVP distal. (73,75-77). Kahn et al. (73)
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encontraron una asociacion significativa entre la TVP femoral comUn o iliaca y un
mayor puntaje de Villalta con un aumento de 2.23 puntos en comparacion con la
TVP distal (intervalo de confianza del 95 %, IC 1.29-3.16; p < 0.001) dentro de los 2
afnos posteriores al diagnostico. Tick et al. (75) mostraron una incidencia
significativamente mayor de SPT en pacientes con TVP iliofemoral en comparacién con
la TVP poplitea (razoén de riesgo, RR, 1.3, IC 95 % 1.1-1.6). Dos estudios proporcionaron
evidencias de que la TVP iliofemoral es el predictor mas confiable del desarrollo de
SPT con una razén de probabilidades (OR) de 2.97 utilizando el puntaje de Siddiqui et
al. (78) y 3.4 (IC 95 % 1.4-8.6) utilizando la clasificacion CEAP. Es importante senalar
que algunos estudios no identifican la naturaleza proximal de la TVP como un factor
de riesgo para el SPT. (79-82)

La insuficiencia venosa preexistente también aumenta el riesgo de SPT hasta dos
veces. La enfermedad venosa crénica preexistente es un factor de confusion
reconocido debido a la superposicion de sintomas con el SPT. Por lo tanto, a
menudo se excluye en estudios que evallan los predictores del SPT. (79) Varios
estudios han coincidido en que la enfermedad venosa cronica preexistente es un riesgo
para desarrollar SPT, incluido el desarrollo posterior de Ulceras (OR 3.2, IC 95 % 1.7-
6.1). Es notable que incluso una enfermedad venosa cronica leve preexistente aumenta
el riesgo de desarrollar SPT (OR 1.9, IC 95 % 1.1-3.4). (83)

Otros factores de riesgo incluyen la edad avanzada y la obesidad. El papel de la
obesidad como marcador predictivo para el SPT esta respaldado por varios estudios.
Los pacientes con SPT tienden a tener un indice de masa corporal (IMC) mas alto en
comparacion con aquellos sin SPT. Rattazzi et al. (84) reportaron un IMC mas alto (p =
0.005) en pacientes con SPT, pero no hubo diferencia en la prevalencia del sindrome
metabdlico entre pacientes con y sin SPT (20 % vs. 26 %, respectivamente, p = 0.64).
Kahn et al. (73) encontraron una clara correlacion entre el IMC y el desarrollo de SPT
con un aumento en el puntaje de Villalta (0.14 puntos por cada 1 kg/m?2, p < 0.001).
La obesidad, definida por un IMC > 30 kg/m?, ha sido identificada como un factor de
riesgo importante para desarrollar SPT. En varios estudios (83,85), la obesidad sigue
siendo el Unico predictor independiente de SPT (OR 2.6, IC 95 % 1.3-5.0) entre otras
variables. Otro estudio también identificd el sobrepeso, definido por un IMC > 25
kg/m2, como un factor de riesgo para el SPT.

(86) Se han establecido umbrales especificos de IMC asociados con un riesgo
significativamente mayor de SPT, como > 35 kg/m? (OR 3.5, 1C 95 % 0.9-4.9) y > 28
kg/m? (OR 2.1, I1C 95 % 1.0-12.1). (80,87) El papel de la obesidad en el desarrollo del SPT
puede explicarse por su impacto en la enfermedad venosa cronica, ya que el exceso
de peso aumenta la hipertension venosa y promueve el reflujo en las venas donde
las valvulas ya estan danadas por la trombosis.

Con respecto a la TEV recurrente como factor predictor de SPT es controversial.
Mientras que la mayoria de los estudios sobre criterios predictivos para el SPT se
centran en pacientes con un primer episodio de TVP, un estudio incluy6 pacientes
independientemente de su historial de TVP y revel6 que la TVP recurrente era un
factor de riesgo significativo para el SPT (OR 3.25, IC 95 % 2.03-5.21). (88) ELl historial
de TVP ipsilateral también se asoci6 con puntajes de Villalta mas altos, con un
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aumento de 1.78 puntos (IC 95 % 0.69-2.87, p < 0.001) en comparacion con
pacientes sin TVP ipsilateral previa. (73) Varios otros estudios han reportado que las
recurrencias de TVP son un factor de riesgo significativo para desarrollar SPT (80-81),
independientemente de si la TVP fue provocada o no. Finalmente, el historial de TVP
o embolia pulmonar se asocié con ulceras asociadas con SPT.

Factores de riesgo relacionados con el tratamiento de TVP: Actualmente, todas las
TVP se manejan con terapia anticoagulante para prevenir la extension vy
recurrencia. En un metanalisis publicado en 2020, que incorpord siete estudios
comparativos, abarcando 2364 participantes, el uso de rivaroxaban (un inhibidor
oral del factor Xa) para tratar la TVP se asocio con un menor riesgo de SPT en
comparacion con los VKA convencionales (OR no ajustada agrupada 0.53, IC 95 %, 0.43-
0.65, p < 0.00001). (89) Ademas, Coleman et al. (90) investigaron a adultos tratados
después de un diagnéstico primario de TEV y compararon los resultados entre
rivaroxaban (n = 10,463) y warfarina (n = 26,494) durante un seguimiento de 16

+ 9 meses. Rivaroxaban se asocié con un menor riesgo de SPT en comparacion con
warfarina (HR 0.77, IC 95 % 0.70-0.84, p < 0.00001). Sggaard et al. (91) involucraron a
19,957 pacientes naive a la anticoagulacion oral con TEV incidente tratados con
warfarina o rivaroxaban. Aunque no fue estadisticamente significativo, la tasa
ponderada por propension de SPT después de 3 anos de seguimiento fue de 0.53
por cada 100 personas-ano con rivaroxaban frente a 0.55 por cada 100 personas-
ano con warfarina (HR 0.88, IC 95 % 0.66-1.17). Esta asociacion se mantuvo
constante entre diferentes tipos de TEV: TVP vs. EP, TEV provocada vs. no provocada
o al censurar a pacientes con TEV recurrente. Una explicacion puede ser dada por
este estudio retrospectivo realizado en Brasil sobre TVP tratada con warfarina (n =
26) o rivaroxaban (n = 51). Las tasas de recanalizacién venosa a los 30, 90 y 180 dias
fueron mas bajas con warfarina en comparacion con rivaroxaban, respectivamente
10 %, 52.5 %y 78.9 % frente a 55.3 %, 83.5 %y 92.4 % (p = 0.041). (92) En conclusion,
los resultados consistentes apoyan la reduccion de la incidencia de SPT con
rivaroxaban en comparacion con warfarina. Es importante senalar que ningun
estudio ha evaluado el impacto de apixaban frente a otros anticoagulantes en el
SPT.

Un analisis agrupado de ensayos controlados aleatorios informé una menor
ocurrencia de SPT (OR 0.8, IC 95 % 0.7-0.9) y una menor incidencia de ulceras
venosas (riesgo relativo (RR) 0.1, IC 95 % 0.02-0.7) con una terapia extendida de
HBPM en comparacion con una terapia de VKA. (93)

Una posible explicacion para las diferencias observadas entre VKA y DOAC o HBPM
puede estar relacionada con el desafio de mantener un indice internacional
normalizado dentro del rango terapéutico. Se encontré que un TTR bajo estaba
significativamente asociado con el SPT (78), y dos estudios enfatizaron el impacto
de un TTR bajo durante los primeros 3 meses de terapia con VKA. El primer estudio
informd que los pacientes con un TTR <50 % tenian un aumento del doble en el SPT,
confirmado por el segundo estudio para pacientes con un TTR <80 % (OR 1.83, IC 95
% 1.13-3.01). (85)
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Con respecto al uso de medias de compresion elastica, un metanalisis reciente que
analizé siete ensayos controlados aleatorios comparando el uso de medias de
compresién elastica (MCE) con placebo para reducir la ocurrencia de SPT mostro
que el uso de MCE estaba asociado con una reduccion estadisticamente significativa
en el SPT (RR0.73, IC 95 % 0.53-1.00, p = 0.05.). (94)

La eliminacion temprana del trombo puede mejorar rapidamente la circulacion venosa
en la TVP iliofemoral sintomatica. También puede prevenir el desarrollo de SPT en
este grupo de alto riesgo al eliminar el trombo en una etapa temprana, cuando las
técnicas de trombolisis o trombectomia son mas efectivas. Las técnicas endovasculares
incluyen la trombolisis dirigida por catéter (CDT), donde se administran tromboliticos
a través de un catéter de infusion con mdltiples orificios colocado en el segmento
venoso trombosado, y la trombolisis farmacomecanica dirigida por catéter (PCDT), en
la que un dispositivo endovascular macera o extrae el trombo junto con la trombolisis,
reduciendo asi la dosis y la duracion de la trombdlisis. Sin embargo, hasta la fecha, los
datos sobre el uso de estos métodos son relativamente mixtos, con preguntas
importantes aun por aclarar. El estudio CaVenT

(95) aleatorizdé a 209 pacientes con TVP iliofemoral a CDT o terapia estandar con
anticoagulacion sola dentro de los 21 dias posteriores al inicio de los sintomas. En el
seguimiento a dos afnos, se encontro un efecto menor de la intervencion (tasas de SPT
del 41.1 % vs. 55.6 %, p = 0.047). Sin embargo, los resultados finales a cinco afos de
CaVenT (96) demostraron una diferencia mas marcada en el grupo de intervencion
(tasas de SPT del 43 % vs. 71 %, p = 0.001). El sangrado mayor en CaVenT ocurrié en el
2.7 % del grupo de CDT frente a ninguno en el grupo de control. El estudio CAVA (97)
aleatoriz6 a 152 pacientes para recibir tromboélisis dirigida por catéter acelerada por
ultrasonido (UACDT) o terapia estandar en TVP iliofemoral dentro de los 21 dias
posteriores al inicio de los sintomas. Al afo, las tasas de SPT no fueron diferentes para
ambos grupos (OR 0.75, IC 95 % 0.38-1.50, p = 0.42), aunque el seguimiento final
(mediana de 39 meses) demostro tasas de SPT mas bajas en el grupo de intervencion
(46.8 % vs. 69 %, OR 0.40, IC 95 % 0.19-0.84, p = 0.01). (98) El sangrado mayor ocurrio
en el 5% del grupo de CDT frente a ninguno en el grupo de control. El estudio ATTRACT
(99) aleatorizd6 a 692 pacientes, incluyendo tanto TVP iliofemoral como
femoropoplitea, a varias técnicas de PCDT (incluyendo trombectomia
farmacomecanica AngioJet o Trellis) contra terapia estandar. No se encontraron
diferencias en las tasas de SPT a los 24 meses; sin embargo, hubo una reduccion
significativa pero modesta en el SPT moderado a severo como resultado compuesto
secundario en el subgrupo de PCDT con TVP iliofemoral aguda. El sangrado mayor
ocurrio en el 1.7 % del grupo de PCDT frente al 0.3 % en el grupo de control (RR
6.18, 1IC 95 % 0.78-49.2, p = 0.049). Los datos a largo plazo de ATTRACT no han sido
publicados, pero si estuvieran disponibles, podrian proporcionar informacion adicional.
La evidencia actual para la intervencion endovascular sigue siendo mas fuerte en
pacientes con TVP iliofemoral proximal aguda, donde hay potenciales ganancias en la
reduccion de la incidencia y la severidad del SPT. Sin embargo, la eleccion entre CDT
o PCDT sigue siendo incierta y ATTRACT no ha proporcionado una respuesta
satisfactoria en este sentido, particularmente considerando el alto costo de los
consumibles asociados con la trombectomia mecanica y el mayor riesgo de
sangrado mayor clinicamente significativo en
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comparacion con la anticoagulacion sola. No obstante, esta es un area de
investigacion importante y activa y tiene el potencial de mejorar significativamente
los resultados en un grupo de alto riesgo. Se necesitan ensayos clinicos aleatorizados mas
especificos que aborden los hallazgos y deficiencias de estudios previos. Esto
incluye definir el mejor grupo objetivo para maximizar el beneficio de la
intervencion, asi como disenar estudios para abordar el momento 6ptimo de la
intervencion y el tipo mas efectivo de técnica de eliminacion de trombo por
catéter, asi como analisis de costo-beneficio de los dispositivos de nueva
generacion frente a la CDT sola.

En lo que refiere al tratamiento con farmacos venoactivos, en cuanto a los rutosides,
la evidencia actual es limitada y de baja calidad en términos de reduccion de los
sintomas del SPT. (100) Sobre otro farmaco venoactivo, en un ensayo clinico realizado
por Schastlivtsev et al. (101), conocido como el estudio RIDILOTT, los pacientes con su
primera TVP femoropoplitea fueron asignados aleatoriamente a diosmina 600 mg una
vez al dia durante 12 meses ademas del régimen estandar (incluyendo rivaroxaban
durante 6 meses y MCE durante 12 meses) o solo el régimen estandar. La diosmina
mostro una ocurrencia significativamente menor de SPT a los 12 meses (8.9 % vs. 48.9
%, RR0.14, 1C 95 % 0.04-0.43, p <0.001). Lobastov et al. (102)

incluyeron a pacientes con su primer episodio de TVP femoropoplitea confirmada
por ecografia duplex en un estudio abierto con evaluacion de resultados cegada.
Sesenta participantes fueron asignados aleatoriamente a una fraccion de flavonoides
micronizados purificados (FFMP) 1000 mg por dia ademas del régimen estandar
(incluyendo rivaroxaban) o solo el régimen estandar. La FFMP mostré una ocurrencia
de SPT significativamente menor a los 6 meses (20 % vs. 57 %, p = 0.007) y un puntaje
de Villalta mas bajo (2.9 + 2.7 vs. 5.8 + 3.0, p < 0.0001). Notablemente, se observo una
tasa de recanalizacion mas rapida de la vena femoral (p < 0.0001), mientras que se
observaron tendencias no significativas para la vena femoral comun (p =0.130) y
la vena poplitea (p = 0.204) en el grupo de FFMP en comparacién con el grupo de
control.

Otros farmacos estudiados han sido las estatinas, estas son terapias efectivas para
reducir lipidos con efectos pleiotrépicos y son evaluadas en la prevencion de TEV.
(103) En un estudio realizado por Maria San Norberto et al. (104), se incluyeron 234
pacientes con TVP en un estudio abierto. Fueron asignados aleatoriamente a
rosuvastatina mas HBPM o solo HBPM. Todos los pacientes se sometieron a ecografia
didplex de las extremidades inferiores y biomarcadores al diagnostico y después de un
seguimiento de 3 meses. El analisis final incluyé a 230 pacientes. La rosuvastatina
exhibid una ocurrencia de SPT significativamente menor a los 6 meses (38.3 % vs. 48.5
%, p = 0.019) y un puntaje de Villalta mas bajo (3.45 + 6.03 vs. 7.79 + 5.58, p = 0.035).
Ademas, un estudio de Cucuruz et al. (88) que siguié a 579 pacientes después de la
TVP encontré que aquellos que tomaban estatinas por otra razon presentaban
menos riesgo de desarrollar SPT (OR 0.27, IC 95 % 0.15-0.50, p = 0.001).

Factores de riesgo aparentes durante el seguimiento después de una TVP aguda: E|
papel de la determinacion de D-dimero como predictor del SPT es inconcluso. Roberts
et al. (105) incluyeron a 122 pacientes consecutivos con un primer episodio de TVP y
evaluaron el SPT 6 meses después de retirar la anticoagulacion. En esta
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cohorte, el nivel basal medio de D-dimero fue significativamente mas alto en aquellos
que desarrollaron SPT (3260 ng/mL, rango intercuartilico 820-8000 ng/mL) en
comparacion con aquellos que no lo desarrollaron (1540 ng/mL, IQR 810-2520 ng/mL;
p < 0.001). Los niveles de D-dimero se midieron con STA®-Liatest® D-Di (Diagnostica
Stago, Asniéres, Francia), excluyendo resultados obtenidos con cualquier otra técnica
y aquellos obtenidos después de que se hubiera iniciado la anticoagulacion. Por otro
lado, Gabriel et al. (106) incluyeron a 135 pacientes con antecedentes de TVP con un
seguimiento de 12 meses. La positividad del nivel basal de D-dimero (kit DG-Ddimer®,
Diagnostic Grifols, S.A., Barcelona, Espaia; positividad si los niveles de D-dimero > 260
ng/mL) no difirié entre los grupos cony sin SPT (84.3 % vs. 76.1 %, p = 0.061). Se necesita
mas investigacion para determinar el valor pronoéstico de los D-dimeros medidos en el
diagnostico de TVP o durante el seguimiento como predictor de SPT. Sin embargo, es
importante senalar que el D- dimero no es un biomarcador especifico, ya que también
puede aumentar en el embarazo, enfermedades inflamatorias y sepsis. (107) Ademas,
los reactivos utilizados en los laboratorios de salud pueden afectar los resultados de los
D-dimeros, como lo destaco la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
durante el brote de COVID-19. (108) Los ensayos de D-dimero pueden arrojar resultados
diferentes debido a la afinidad variable por los productos de degradacion de la fibrina
de alto o bajo peso molecular y los derivados de fibrina entrecruzada y no
entrecruzada.

Con respecto a los marcadores inflamatorios, es conocido que la inflamacion esta
implicada en la patogénesis del SPT, lo que lleva a respuestas de remodelacion y
fibrosis en las venas. No obstante, la proteina C-reactiva (PCR) no mostré correlacion
con el riesgo de desarrollar SPT en los estudios REVERSE y SOX. En el ensayo SOX,
destinado a evaluar la eficacia de las medias de compresion elastica (MCE) para
la prevencion del SPT, los niveles basales de ICAM-1, una proteina transmembrana que
facilita la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales y su migracion al tejido
afectado, fueron mas altos en pacientes que desarrollaron SPT. En contraste, no se
observo ninguna relacion entre el SPT y los niveles basales de otros biomarcadores
inflamatorios como la interleucina-6 o la interleucina-10. Algunos reactantes de fase
aguda en la etapa inicial de la TVP, como las metaloproteinasas (MMP) 1 y MMP-8,
mostraron niveles basales mas altos en pacientes que desarrollaron SPT, sugiriendo
su participacion en la alteracion de las valvulas venosas y la predisposicion a venas
varicosas secundarias y ulceras venosas que no cicatrizan. (109-110)

Con respecto a los marcadores endoteliales, pocos estudios han evaluado los
marcadores endoteliales en la fase aguda del TEV y su asociacion con el SPT. Dos
estudios evaluaron los niveles de selectina E soluble (sE-selectina) durante la fase
aguda de la TVP y no encontraron asociacion con la TVP. (111-112) Sin embargo, su
papel en la prediccion del SPT sigue sin explorarse. Bittar et al. (113) informaron
niveles elevados de E-selectina en pacientes con SPT severo en la evaluacion del SPT.

Con respecto al uso de ultrasonido, si bien ha habido una investigacion limitada sobre
los parametros de ultrasonido como predictor del SPT, un estudio notable
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demostré que una mayor proporcion de pacientes que desarrollaron SPT exhibieron
una obstruccion venosa completa en comparacion con aquellos que no
desarrollaron SPT (53 % vs. 29 %, p = 0.016). (78) Ademas, una carga inicial de
coagulos mas alta, evaluada utilizando el puntaje de coagulos de Haenan (114),
fue identificada como un factor de riesgo para el SPT (115).

1.1.6 Complicaciones de la TEV: RECURRENCIA

Como ya fue mencionado la recurrencia del episodio trombdtico es una
complicacion frecuente de los pacientes que presentaron una TEV. Ya fueron
mencionados los factores de riesgo de recurrencia para guiar la duracion de la
anticoagualcion en apartado de tratamiento.

El riesgo de recurrencia de TEV sin anticoagulacion es mas alto en los primeros uno
a dos afnos y es acumulativo.

1.1.7 Patogenia y Factores de riesgo de la TEV

La comprension de la TVP ha evolucionado significativamente desde sus primeras
descripciones. A pesar de que se menciona en textos antiguos, como el Sushruta
Sambhita del siglo VI a.C., el conocimiento profundo de su fisiopatologia no surgié hasta
el siglo XVII, cuando Richard Wiseman propuso la relacion entre la trombosis y
alteraciones en la circulacion sanguinea. Afos mas tarde, en el siglo XIX, Rudolf
Virchow formulo su famosa "triada de Virchow", identificando tres factores esenciales
para el desarrollo de la TVP: estasis venosa, dafo endotelial y estado de
hipercoagulabilidad. (116)

El flujo sanguineo venoso en los miembros inferiores depende de la funcion de las
valvulas venosas y de la contraccion muscular de la pantorrilla, que impulsa la sangre
hacia el corazon. La inmovilizacion prolongada, al reducir la velocidad del flujo,
facilita la coagulacion y favorece el contacto de las plaquetas con el endotelio
vascular, aumentando el riesgo de formacion de trombos. Ademas, la lesion
endotelial, producida por inflamacion vascular, traumatismos o cambios degenerativos
en los vasos, desencadena la cascada de coagulacion. Estos factores combinados
son responsables de la formacion y progresion de trombos en el sistema venoso
profundo. (117-118)

El concepto de “estado de hipercoagulabilidad” engloba diversas alteraciones,
tanto congénitas como adquiridas, que aumentan la activacion de la cascada de
coagulacion, predisponiendo a eventos tromboticos, tanto de manera permanente
como transitoria.

La patogenia de la TVP es multifactorial e involucra diversos mecanismos, como
dano endotelial y la participacion de leucocitos, eritrocitos y plaquetas. El primer
evento en el desarrollo de la TVP a menudo se asocia con una lesion endotelial

32



provocada por inflamacion local o sistémica y/o hipoxemia. En condiciones normales,
el endotelio intacto expresa trombomodulina, el receptor de proteina C endotelial, el
inhibidor de la via del factor tisular y proteoglicanos similares a la heparina, los cuales
ejercen un efecto anticoagulante. (119) Ademas, la ectonucleotidasa CD39/NTPDase1,
el 6xido nitrico (NO) y la prostaciclina favorecen la vasodilatacion e inhiben la
agregacion plaquetaria. Sin embargo, una lesion endotelial reduce la regulacion de
estos mecanismos anticoagulantes y aumenta la expresion de proteinas
protromboticas como el Factor Tisular (TF) y moléculas de adhesion, como P-selectina,
E-selectina y el factor de Von Willebrand (vWF). (120- 122)

Las plaquetas y los leucocitos se unen al vWF y a las selectinas Py E, lo que induce
a los leucocitos a expresar TF y activar la cascada de coagulacion. Los neutrofilos
polimorfonucleares liberan trampas extracelulares de neutrofilos (NETs), compuestas
por ADN extracelular, histonas y proteinas antimicrobianas, que actian como andamios
en la formacion del trombo, fomentando la adhesion y activacion de plaquetas y
contribuyendo a la estabilidad del trombo, similar al papel del fibrinégeno y el VWF.
(120,123-125)

Diversos factores, como las lesiones y la inflamacién, modulan la activacion
plaquetaria. Las plaquetas expresan receptores tipo Toll (TLRs) que reconocen
Patrones Moleculares Asociados a Dafno (DAMPs) y a Patogenos (PAMPs), activando
asi las plaquetas. Estos patrones también son detectados por los TLRs en otras células
inmunes, desencadenando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (NOS), asi como citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral alfa, la interleucina 8 y el interferon. La interaccion entre las plaquetas, el
VWF vy los leucocitos conduce a una mayor activacion y agregacion plaquetaria, asi
como a la liberacion de TF. El incremento en la produccion de TF activa la via
extrinseca de la coagulacion, lo que culmina en la formacion de fibrina y el
atrapamiento de eritrocitos y plaquetas, resultando en la formacion de un trombo.
(117-118) (Figura 2)

1.1.8 Factores de Riesgo de TEV
A pesar de que algunos eventos de TEV ocurren sin una razén aparentemente

importante (la llamada TEV “no provocada”), la mayoria de los TEV comparten uno
o mas factores de riesgo identificables que pueden causar o facilitar la aparicion
de TEV. Se puede identificar un solo factor de riesgo para trombosis en mas del 80%
de los pacientes con TEV. Incluso, a menudo, hay mas de un factor en juego. Los
factores de riesgo pueden estar relacionados con caracteristicas permanentes de
los pacientes, asi como con condiciones clinicas agudas, generalmente transitorias.
(124) Ademas, hay evidencia convincente de que el riesgo de TEV aumenta con el
namero de factores predisponentes. (126) No todos los factores identificados
presentan el mismo riesgo para TEV y, segln los resultados de grandes estudios
observacionales, fueron clasificados ampliamente en débiles (definidos como una
razon de probabilidades <2), moderados (definidos como una razon de
probabilidades de 2-9) y fuertes (definidos como una razén de probabilidades >9)
por las Guias ESC 2019 para el diagnostico y manejo de la embolia pulmonar aguda
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desarrolladas en colaboracién con la Sociedad Respiratoria Europea (ERS). (27)
(Tabla 6). Mientras que los factores de riesgo fuertes, como cirugias mayores,
traumatismos o fracturas de cadera, generalmente son activamente buscados por
los clinicos que adoptan estrategias efectivas de profilaxis de TEV, la presencia de
un factor de riesgo moderado o débil puede no ser reconocida, requiriendo una
evaluacion clinica cuidadosa. (27) Ademas, el riesgo exacto de pacientes que
presentan simultaneamente mas de un factor de riesgo débil o moderado aln esta
por establecerse. Se han propuesto varios modelos de estratificacion de riesgo para
ayudar al juicio clinico, pero aln falta consenso sobre cual es el mejor para usar. Por
ejemplo, en pacientes médicos hospitalizados, los mas evaluados fueron los
puntajes de Caprini, Padua y IMPROVE. (127) Por otro lado, los puntajes de Khorana,
Vienna, PROTECHT y CONKO pueden usarse para predecir el riesgo de TEV en
pacientes con cancer. (128) Sin embargo, no todos estos puntajes recibieron una
validacion convincente, por lo que se necesita una evaluacion individual cuidadosa
de los factores de riesgo.

En la tabla 6 se resumen los factores de riesgo mas estudiados.

TABLA 6. FACTORES DE RIESGO PARA ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA VENOSA

Factores de Riesgo Débiles
Reposo en cama >3 dias/viajes prolongados
Factores de riesgo cardiovascular (Diabetes mellitus/Hipertension arterial/Obesidad)

Edad avanzada

Cirugia menor
Embarazo/puerperio

Venas varicosas

Factores de Riesgo Moderados
Cirugia artroscopica de rodilla

Enfermedades autoinmunes (sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, vasculitis y esclerosis sistémica)
Transfusion de sangre/Agentes estimulantes de la eritropoyesis

Lineas venosas centrales/Catéteres intravenosos y sondas

Insuficiencia cardiaca cronica o insuficiencia respiratoria

Terapia de reemplazo hormonal/Fertilizacion in vitro/Terapia anticonceptiva oral

Infeccion (especificamente neumonia, infeccién del tracto urinario y Virus de la Inmunodeficiencia Humana)
Enfermedad inflamatoria intestinal

Cancer (mayor riesgo en enfermedad metastasica)/Quimioterapia

Accidente cerebrovascular con paresia

Tromboflebitis superficial

Trombofilia

Factores de Riesgo Fuertes

Fractura de extremidad inferior/Reemplazo de cadera o rodilla/Lesion de médula espinal

Hospitalizacion por insuficiencia cardiaca o fibrilacion/aleteo auricular o infarto de miocardio
(dentro de los 3 meses anteriores)

Trauma mayor

TEV previa
Sindrome antifosfolipidico

34



Trombofilia (homocigoto de Factor V de Leiden o protrombina 20210, deficiencia de
antitrombina y trombofilia combinada)

Factores de Riesgo Inciertos

Trombofilia (heterocigoto de Factor V de Leiden o protrombina 20210, mutacion PAI-1y
deficiencia de Proteina Cy S)

Sexo masculino

Habitos de fumar

Los factores de riesgo adquiridos estan vinculados al estilo de vida, comorbilidades
y procedimientos médicos. (129) Estos factores pueden desencadenar directamente
la TEV o aumentar el riesgo individual de padecer un evento trombotico,
denominandose factores no desencadenantes. Los factores transitorios mas comunes,
responsables de TEV provocada, incluyen cirugia, inmovilizacion, uso de catéteres
endovasculares, cancer activo, embarazo o tratamiento hormonal. Por otro lado, los
factores persistentes mas frecuentes son la edad avanzada, insuficiencia venosa,
obesidad, enfermedades reumatologicas, anticuerpos antifosfolipidos, tabaquismo o
antecedentes previos de ETV. La combinacion de factores desencadenantes y no
desencadenantes aumenta significativamente el riesgo de ETV en comparacién con la
presencia de estos factores por separado, destacando la importancia de reconocer
estos elementos y su valor predictivo. (129)

Como se menciond, la TEV es una enfermedad multifactorial y su fisiopatologia se
resume mediante la triada de Virchow: lesion endotelial, estasis e hipercoagulabilidad,
que, aisladas o en combinacion, intervienen en el desarrollo de un trombo. La
activacion del endotelio por diferentes mecanismos seria el iniciador de la trombosis
venosa.

Hasta hace poco, el endotelio se consideraba una membrana inerte cuya funcion
principal era regular la permeabilidad de la pared del vaso sanguineo. Actualmente,
se reconoce como un oérgano dinamico, heterogéneo y diseminado, con funciones
secretoras, sintéticas, metabolicas e inmunoldgicas, y participa activamente en la
hemostasis. (130-131) Su funcion principal es regular el flujo sanguineo sistémico y la
perfusion de tejidos. Ademas, actla como una barrera selectiva que controla el
movimiento de fluidos, moléculas y células entre la sangre circulante y el tejido
circundante. Regula el reclutamiento y extravasacion de leucocitos proinflamatorios
en respuesta a dafo tisular e infeccion mediante la expresion de moléculas de adhesion
celular y citoquinas. Asimismo, el endotelio interviene en la recanalizacion de coagulos
de fibrina, expresando diferentes moléculas que regulan la activacion de plaquetas y
la cascada de coagulacion, manteniendo el flujo sanguineo y previniendo la formacion
de trombos tras una lesidn vascular. (132)

La disfuncion endotelial, caracterizada por un desequilibrio entre factores relajantes
y contractiles, sustancias procoagulantes y anticoagulantes, y mediadores
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proinflamatorios y antiinflamatorios, desempefa un papel significativo en la
patogénesis de la aterosclerosis y, probablemente, en el desarrollo de
enfermedades tromboembolicas venosas. (133) Cada vez mas existe evidencia de
la conexion entre la inflamacion y la trombosis en las enfermedades vasculares. La
relacion intrincada entre estos dos procesos, donde la inflamacion genera trombosis vy,
a su vez, la trombosis amplifica la inflamacion, es mediada por el endotelio, los
leucocitos y las plaquetas en un proceso denominado inmunotrombosis. (134) En
condiciones fisiologicas, la activacion de la cascada de coagulacion por la inflamacion
es parte de un mecanismo natural de defensa contra los patogenos. Este proceso
puede ocurrir en condiciones estériles y se caracteriza por una cascada de senales
que lleva al reclutamiento y activacion de neutrofilos, monocitos y plaquetas, en
una orquestacion parcial del endotelio, demostrando el rol fundamental que juega
este ultimo en este proceso. (135)

La inflamacion estéril ocurre en condiciones agudas como la lesion por isquemia-
reperfusion y el trauma, y depende de una secuencia bien orquestada de migracion
de leucocitos hacia y desde el sitio de la lesion. (136) La inflamacion estéril se refiere
a la inflamacion desencadenada por daio tisular en ausencia de infeccion. Esto
provoca la produccion de ROS, citoquinas, quimioquinas y DAMP tras las
interacciones entre el endotelio, las plaquetas y los leucocitos. Como
consecuencia, se inician eventos necroticos que llevan a la liberacion de auto-
DAMP, incluyendo acidos nucleicos, la proteina de caja de alta movilidad 1
(HMGB1), proteinas de choque térmico y metabolitos de purinas como el ATP. (137)
El reclutamiento de neutrofilos y monocitos en las etapas tempranas y probablemente
de linfocitos en etapas posteriores, es parcialmente orquestado por el endotelio a
través de la secrecién de citoquinas y la expresion de moléculas de adhesion.

Trombo inflamacidn y disfuncién endotelial.
La activacion sostenida de las células endoteliales por estimulos inflamatorios como

PAMP, DAMP, citoquiinas, quimioquinas, proteinas del complemento y ROS, altera
la funcion endotelial. (138-139) Esto conduce a un deterioro de las propiedades
anticoagulantes, antiinflamatorias y dependientes del sistema inmunitario del
endotelio, caracteristicas de la disfuncion endotelial. Modelos experimentales de TEV
han mostrado que IFN-y, TGF-8, TNF-a, IL-6, IL-17, IL-9 e IL-18 contribuyen a la
formacion y resolucion del trombo a través de la activacion endotelial, asi como
quimiocinas como CXCL8/CXCL1 y CCL2. (140) Las células endoteliales interactlan con
el sistema del complemento a través de receptores especificos y proteinas del
complemento, contribuyendo ain mas a la inflamacién. El estrés oxidativo mediado
por ROS también induce vias de sefalizacion que llevan a la disfuncion endotelial. (141-
142)

Durante la fase de iniciacion de la formacion del trombo, las células endoteliales,
las plaquetas y los leucocitos (especialmente neutrofilos y monocitos) se activan
mutuamente, creando un entorno procoagulante y reclutando mas células sanguineas.
Las interacciones durante la tromboinflamacion entre células
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endoteliales, neutrofilos, monocitos y plaquetas han sido ampliamente estudiadas. La
formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs) es un proceso clave que
vincula la inflamacion con la trombosis, desencadenado por citocinas, plaquetas
activadas, DAMP y ROS. Las NETs activan la coagulacion liberando enzimas como la
elastasa de neutrofilos, la catepsina-G y la mieloperoxidasa, inactivando e inhibiendo
el TFPl y TM, y favoreciendo el reclutamiento y activacion plaquetaria. (143)

El endotelio inflamado libera cuerpos de Weibel-Palade (WPBs) que contienen FVW, P-
selectina y otros componentes procoagulantes y proinflamatorios (citoquinas vy
quimioquinas) en el entorno extracelular. (144) La adhesion y activacion plaquetaria
estan relacionadas con la union de integrinas en la superficie de las células
endoteliales. La interaccion de GPlba con FVW es crucial para la acumulacion de
plaquetas a lo largo del endotelio inflamado, especialmente en la trombosis arterial.
El alto estrés de cizallamiento expone el dominio A1 de los multimeros de FVW, lo que
es importante para la union de GPlba. Este mecanismo también es relevante para el
inicio de la trombosis venosa en el modelo de estenosis de TEV. Se ha sugerido que
GPIba interactua con multimeros de FVW con el dominio A1 pre- expuesto. (145) La
GPlIb/Illa plaquetaria se une al fibrindgeno, uniendo plaquetas con plaquetas vy
plaquetas con células endoteliales. Una vez activadas, las plaquetas liberan el
contenido de sus granulos, alimentando aln mas la activacion plaquetaria y endotelial.
Entre estos factores, las selectinas son importantes para las interacciones plaqueta-
endotelio y plaqueta-leucocito. Ademas, las plaquetas secretan varios factores
solubles que afectan la funcion de los leucocitos, como IL- 8, PF4, CCL5, CCL7, CCL3,
CX3CL1 (Fractalkina), CXCL4 y CXCL5, importantes para el reclutamiento y la adhesion
de neutrofilos al trombo naciente en asociacion con las selectinas. Las enzimas
secretadas por los neutrofilos activados median la formacion de fibrina por las
plaquetas. La integrina CD11b/CD18, activada tras la adhesion de los neutroéfilos a las
plaquetas, desarrolla ain mas la actividad procoagulante de las plaquetas activadas.
(146) Las plaquetas también participan en la activacion de neutrofilos y la formacion
de NETs. Las interacciones reciprocas entre plaquetas y neutréfilos han sido
demostradas tanto en modelos experimentales in vitro como in vivo, incluyendo en
TEV. En paralelo, los monocitos son reclutados al endotelio inflamado a través de un
mecanismo CCL2/CCR2 y se adhieren al endotelio mediante interacciones P- y E-
selectina/PSGL-1. Inician la coagulacion a través de la expresion de TF, la liberacion
de microvesiculas positivas para TF y las interacciones con las plaquetas. (147) Los
monocitos/macrofagos también son importantes para la resolucion del trombo
mediante la eliminacion de células apoptoticas y necroticas y desechos de la matriz,
la actividad profibrinolitica y la neovascularizacion del trombo. Los
monocitos/macrofagos son una poblacion heterogénea de leucocitos. Finalmente, la
activacion de células endoteliales, plaquetas y leucocitos culmina en la formacion de
fibrina que estabiliza el trombo. (148-149)
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FIGURA 2. REPRESENTACION DE LA PATOGENIA DE LA TROMBOSIS VENOSA
CMB:Globulo Blanco ; PAMPs:Patrones moleculares asociados a patogenos;VWF:Factor de von Willebrand; DAMPs:Patrones moleculares asociados a daio; ROS:Especies
reactivas de oxigeno; TF: Factor Tisular; IL-8: Interleucina 8; TNF-A:Factor necrosis tisular alfa;WBC: Globulo Blanco.

1.3 Células Progenitoras Endoteliales y células
circulantes endoteliales

1.3.1 Definicion y caracterizacion
Las células progenitoras endoteliales (CPE) representan una poblacion celular

heterogénea e inmadura, capaz de migrar, proliferar y diferenciarse en células
endoteliales maduras, ademas de contribuir a la formacion de vasos sanguineos y
secretar factores proangiogénicos. Estas células se originan principalmente en la
médula 6sea y son movilizadas en respuesta a diversos estimulos, como hipoxia, lesion
vascular o factores de crecimiento. En 1997, Asahara et al. (150) lograron aislar células
CD34+ de sangre periférica humana vy, tras cultivarlas en superficies recubiertas con
fibronectina, observaron su diferenciacion en células endoteliales que expresaban
marcadores como CD31, E-selectina y VEGFR-2 (también conocido como KDR o Flk-
1). Esta investigacion demostro que las células CD34+/Flk- 1+ podian, tanto in vitro
como in vivo, diferenciarse en células endoteliales y contribuir a la formacion de
nuevos vasos sanguineos. Posteriormente, se propuso el marcador CD133 como
adicional para la identificacion de CPEs. El CD133 es un marcador de células madre
hematopoyéticas temprano, presente en progenitores de la médula 6sea y en células
de sangre periférica. (151)

Las CPEs también expresan otros marcadores endoteliales caracteristicos, como
CD31, CD146, VE-cadherina (CD144), el factor de von Willebrand (FvW) y oxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS). La pérdida de CD133, segun se ha postulado,
indica que las CPEs han madurado y se han convertido en células endoteliales
circulantes maduras (CEC). (150,152)

Las CPEs presentan una capacidad notable de diferenciaciéon hacia el linaje
endotelial, siendo capaces de responder a estimulos angiogénicos. En estudios in
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vitro, cuando estas células son cultivadas en condiciones adecuadas, muestran
morfologia similar a la de las células endoteliales, expresion de marcadores de
adhesion especificos y produccion de moléculas angiogénicas, como el éxido nitrico.
La diferenciacion in vitro de las CPEs puede lograrse mediante cultivos en presencia
de factores de crecimiento endotelial y proteinas de matriz extracelular, como
fibronectina o colageno. Estos cultivos suelen realizarse en condiciones de bajo
oxigeno para imitar la hipoxia que estimula la angiogénesis in vivo. (153)

La caracterizacion y cuantificacion de las CPEs ha sido objeto de debate,
principalmente debido a la heterogeneidad de sus subpoblaciones y a la falta de
un conjunto estandar de marcadores de superficie. Las combinaciones de CD34,
CD133 y VEGFR-2 se usan comunmente, pero algunos estudios han senalado que
estos marcadores también se encuentran en otras poblaciones celulares
hematopoyéticas, lo cual puede complicar su identificacion especifica. Ademas,
las técnicas para medir las CPEs, como la citometria de flujo, son susceptibles a
variaciones metodoloégicas y falta de uniformidad en los criterios de analisis, lo que
contribuye a las discrepancias en los resultados de diferentes estudios. Esta
variabilidad ha motivado la busqueda de marcadores adicionales y métodos de
aislamiento que permitan una identificacion mas precisa de estas células
progenitoras con potencial terapéutico. (154-156)

Las células endoteliales circulantes (CEC) son células maduras desprendidas de la capa
endotelial que recubre el interior de los vasos sanguineos. Estas células pueden ser
detectadas en el torrente sanguineo bajo condiciones fisioldégicas normales en
cantidades bajas; sin embargo, su nUmero aumenta significativamente en respuesta
a lesiones vasculares, procesos inflamatorios, o patologias que afectan el endotelio,
como la TEV aguda, aterosclerosis, y diversas formas de cancer. Las CEC se
consideran un marcador de daio endotelial y de la disfuncion vascular, debido a
su liberacion en situaciones de estrés o dano en el endotelio. (157)

Las CEC expresan una serie de marcadores especificos de las células endoteliales,
entre los que se incluyen CD31, CD144 (VE-cadherina), y el factor de von Willebrand
(FvW), ademas de presentar otras moléculas de adhesion como ICAM-1 y E-
selectina en situaciones inflamatorias. Las CEC, a diferencia de las células
progenitoras endoteliales, carecen de los marcadores de células madre, como
CD133, y de marcadores tipicos de células inmaduras, lo que refleja su estado
diferenciado. Pueden ser evaluadas mediante técnicas como la citometria de flujo,
que permite distinguirlas en funcion de estos marcadores de superficie. (158)

La medicién precisa de las CEC presenta desafios, ya que existen discrepancias en
los métodos de identificacion y cuantificacion utilizados en diferentes estudios. Las
CEC son una poblacion heterogénea y su concentracion puede variar en funcion de
la técnica empleada, como la citometria de flujo. Ademas, no existe un consenso
total sobre los marcadores de superficie mas adecuados para distinguirlas
especificamente de otras células en circulacion, lo cual ha dificultado su aplicacion
clinica estandarizada. No obstante, la investigacién continla avanzando en el
desarrollo de metodologias mas consistentes que puedan mejorar la fiabilidad de
las CEC como biomarcador. (155,158)
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1.3.2 Funciones y propiedades de las CPE y CEC
Como fue previamente mencionado, el endotelio vascular tiene un rol fundamental

en el mantenimiento de la homeostasis vascular y la regulaciéon de la tonicidad
vascular, ademas de contribuir a la salud general de los vasos sanguineos. (159-161)
Las CPE y las CEC tienen funciones criticas en la reparacién del endotelio y en la
formacion de nuevos vasos sanguineos, apoyando la homeostasis vascular y
respondiendo a la disfuncién endotelial en diferentes enfermedades.

Las CPE participan en dos procesos fundamentales: la reendotelizacion y la
neovascularizacion.

Reendotelizacion

La movilizacién de las CPE desde la médula 6sea hacia la circulaciéon sanguinea y
su incorporacion en sitios de dano vascular son esenciales para el proceso de
reendotelizacién. En estudios experimentales, se ha demostrado que las CPE
contribuyen a la restauracion del endotelio. Por ejemplo, en un modelo animal,
células CD34+ provenientes de la médula 6sea donante colonizaron injertos de
Dracon en la aorta toracica de perros, lo que indica que las CPE participan
activamente en la reendotelizacion de superficies danadas. (162) En humanos, se
ha observado que dispositivos implantables como los de asistencia ventricular
izquierda son recubiertos rapidamente con CPE caracterizadas por los marcadores
CD133 y VEGFR-2, lo que demuestra su contribucion a la regeneracion del endotelio
danado. (151) Ademas, las estatinas y otros agentes terapéuticos han mostrado
capacidad de movilizar CPEs y acelerar la reendotelizacion, destacando el
potencial terapéutico de estas células para prevenir complicaciones endoteliales
en enfermedades cardiovasculares. (163-165)

Neovascularizacion

Las CPE también desempefan un papel crucial en la formacién de nuevos vasos
sanguineos. Mientras que la angiogénesis se basa en la proliferacion de células
endoteliales preexistentes, la vasculogénesis —un proceso importante en adultos—
depende de la movilizacion y diferenciacion de las CPE para crear nuevos vasos en
areas de isquemia o lesién. Estas células, al llegar al sitio de neovascularizacién, se
diferencian en células endoteliales maduras que integran la estructura del vaso, y
también pueden promover la angiogénesis a través de la liberacion de factores de
crecimiento y citoquinas en una accion paracrina. Este proceso ha sido validado en
modelos animales donde la administracién de CPE ha facilitado la recuperacién de
tejido isquémico, como en el caso de la isquemia miocardica y la
neovascularizacion retiniana. (166-170)

Otras Funciones de las CPE: Las CPE no solo contribuyen a la reendotelizacion y
vasculogénesis, sino que también participan en la regulacion de la inflamacion y la
reparacion del tejido dafado. Durante procesos inflamatorios o lesiones, las CPE son
atraidas al sitio afectado, donde secretan factores que modulan la respuesta
inmunitaria y favorecen la reparacion tisular.

Ademas, se ha demostrado que las CPE poseen propiedades antioxidantes que

ayudan a reducir el dano oxidativo en el endotelio, lo cual es relevante en el
contexto de enfermedades cardiovasculares donde el estrés oxidativo es un factor
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clave. En este sentido, las CPE podrian sintetizar 6xido nitrico y prostaglandinas que
interaccionan con las plaquetas evitando nuevos episodios trombdticos. (171)

Las CPE promueven la regeneracion endotelial luego del evento trombotico. Luego
de la formacion del trombo ocurre un deterioro de la monocapa endotelial que
finaliza en muerte de las células endoteliales, invasion por células inflamatorias y
proliferacion de las células musculares lisas vasculares. Este endotelio es reparado
por células endoteliales maduras adyacentes (con baja tasa proliferativa) y
también por CPE. En este sentido, las CPE tienen la capacidad de auto-renovacion
y de diferenciacion a célula endotelial madura. Ademas, en forma paracrina
estimulan a las células endoteliales maduras. Existe un gran nUmero de evidencia
tanto en modelos pre-clinicos como en pacientes que documenta que las CPE
contribuyen en la angiogénesis en los adultos. (171) Estas células son
metabolicamente activas, y secretan un gran nimero de mediadores con diferentes
efectos en la resolucién del trombo.

Existen trabajos que intentan demostrar el rol de estas células en el proceso de
recanalizacion luego de la trombosis venosa. La organizacion y recanalizacion del
trombo es un proceso dinamico y complejo que es influenciado por diferentes factores:
citoquinas, fibroblastos, macrofagos, células endoteliales y leucocitos. En los Gltimos
anos se ha comenzado a observar que las CPE tienen un rol clave en este proceso. Se
ha sugerido que un aumento del nimero de CPE acelera el proceso de recanalizacion
venosa. (172-173,153)

Hay trabajos que han demostrado que las CPE son reclutadas dentro de los trombos
venosos en resolucion, por lo que se piensa que dichas células pueden estar
implicadas en la recanalizacion del trombo venoso. (172) En modelos animales se
ha demostrado como, la administracion de CPE reduce el tamano del trombo y
favorecen la neovascularizacion. (173-174) En este sentido Meng et al. (175) han
demostrado que la administracion en ratas de CPE transfectadas con VEGF165
promueven y aceleran la organizacion y recanalizacion del trombo venoso.
Asimismo, Tang et al. (176) reportaron la utilidad de las CPE transfectadas con el gen
de VEGF165 luego de trombectomia en una TVP provocada en un modelo animal.

Las CEC son indicadores de dafio endotelial y disfuncion vascular, y su presencia
en circulacion se relaciona con varios estados patolégicos. Las CEC son células
maduras que se desprenden del endotelio vascular en respuesta a dafo o estrés, tales
como la inflamacién y el estrés oxidativo. La cantidad de CEC es, por lo tanto, un
biomarcador valioso para diagnosticar y monitorear enfermedades cardiovasculares,
como aterosclerosis y TEV. (157)

Al igual que las CPE, las CEC también participan en la reparacion endotelial,
aunque de manera menos directa. Mientras las CPE se diferencian y ayudan a
formar nuevo tejido endotelial, las CEC pueden integrarse en el tejido danado y
promover la restauracion de la barrera endotelial, facilitando una respuesta rapida
frente a lesiones menores. En contextos patolégicos, como la TVP o el sindrome
postrombotico, un aumento en las CEC indica un proceso de reparacion continuo,
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lo que sugiere que el endotelio esta en un estado de regeneracion constante para
mitigar el dafo. (157)

Los niveles elevados de CEC se correlacionan con el prondstico y la severidad de
algunas enfermedades vasculares. Estudios clinicos han demostrado que los pacientes
con TEV o aterosclerosis avanzada presentan un mayor numero de CEC, lo cual esta
asociado con un mayor riesgo de eventos adversos. Por esta razon, el monitoreo de
las CEC puede proporcionar informacion til para evaluar la progresion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento, ofreciendo un enfoque de medicina
personalizada en la gestion de enfermedades endoteliales. (157,177)

1.3.3 Movilizacion y Homing de las CPE
La movilizacion de las CPE desde sus nichos en la médula d6sea hacia el torrente

sanguineo ocurre en respuesta a estimulos especificos, tales como hipoxia, dafo tisular
o la administracion de ciertos factores de crecimiento. Entre los agentes movilizadores
mas utilizados se encuentran el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
y el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), los cuales
incrementan la liberacion de CPE hacia la circulacion periférica. En particular, el uso
de Plerixafor (un antagonista del receptor CXCR4) en combinacion con G-CSF ha
demostrado ser efectivo para movilizar grandes cantidades de CPE al bloquear la
interaccion entre el receptor CXCR4 y su ligando SDF-1 (CXCL12), que normalmente
retiene a las CPE en la médula 6sea. (178-180)

Una vez en circulacion, las CPE son guiadas hacia sitios de dafno a través de un proceso
conocido como homing, que implica la migracion y adhesién de las células a las
areas lesionadas. El SDF-1 juega un papel clave en este proceso, actuando como un
potente quimioatrayente al atraer CPE que expresan el receptor CXCR4. Ademas de
SDF-1, el VEGF y otras citoquinas pro-angiogénicas, como la angiopoyetina-1,
participan en el reclutamiento de CPE hacia tejidos en reparacion, donde estos
factores se encuentran en niveles elevados debido a la hipoxia y al dano endotelial.
(181)

Una vez que las CPE llegan al sitio de lesion, se adhieren a la superficie endotelial
danada mediante la interaccion con moléculas de adhesion celular como las selectinas
y las integrinas. Las selectinas facilitan la captura inicial y el rodamiento de las CPE
en el endotelio, mientras que las integrinas median la adhesion firme y la
transmigracion de estas células hacia el tejido subendotelial. Este proceso permite
que las CPE penetren el tejido lesionado y comiencen su diferenciacion en células
endoteliales maduras, integrandose en el endotelio local y ayudando a reparar la
estructura vascular. (182-183)

Después de completar el proceso de homing, las CPE pueden diferenciarse en
células endoteliales maduras en respuesta a los factores de crecimiento presentes
en el microambiente. Estos factores, como VEGF, FGF y PDGF, actuan no solo
promoviendo la diferenciacion sino también estimulando la proliferacion de las
células endoteliales locales. De esta manera, las CPE contribuyen directamente a
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la formacion de nuevos vasos mediante vasculogénesis y apoyan la angiogénesis a
través de mecanismos paracrinos, liberando factores que promueven la
proliferacion y migracion de células endoteliales locales. (183)

Ademas de su integracion directa en el endotelio, las CPE liberan citoquinas y factores
de crecimiento que inducen efectos paracrinos en el tejido circundante, estimulando
la reparacion vascular y modulacion de la inflamacion. Estos mecanismos incluyen la
liberacion de factor de crecimiento transformante beta (TGF-B8), oxido nitrico (NO), y
angiopoyetinas, que facilitan la remodelacion vascular y mejoran la perfusion en las
areas afectadas. (183)

1.3.4 Estudios clinicos de CPE, CEC en trombosis venosa

Estas células son actualmente foco de atencion de la medicina regenerativa ya que
las CPE presentan un interesante potencial terapéutico en enfermedades
vasculares.

A nivel clinico, han sido vastamente estudiadas en diversas patologias, principalmente
en cardiopatia isquémica y otros eventos tromboticos arteriales.

Existen escasos reportes que estudien el rol de las CPE en la generacién y
complicaciones de la TEV en pacientes. En 2013 Alessio et al. (184) publicaron los
resultados de un trabajo donde incluyeron 11 controles, 9 episodios de TVP aguda y
11 de TVP cronica o evolucionada. En ellos no se pudieron determinar CPE,
probablemente vinculado a que solo adquirieron escasos eventos en el analisis (100.000
eventos mononucleares). Alvarado-Moreno et al. (185) publicaron en enero de 2016 un
estudio sobre el rol de las células formadoras de colonias endoteliales en pacientes
con TVP y observaron que las mismas son disfuncionantes lo cual puede sugerir que las
mismas contribuyen en la patogenia de la trombosis venosa.

Las Células Endoteliales Circulantes (CEC) fueron descritas en 1970 y han sido
reconocidas desde entonces como un marcador de injuria vascular. Se ha
demostrado que estan presentes en baja cuantia en la sangre normal y que estan
aumentas en condiciones patologicas y de daio endotelial. También se ha sugerido
que podrian ser utilizadas como un marcador de severidad. Las CEC se han visto
elevadas en un gran numero de patologias. (186-189)

Muy pocos estudios han evaluado las CEC en el contexto de la trombosis venosa.
En un modelo murino se demostréo que las CEC estan elevadas a las 24 hs de
provocada una trombosis con un pico maximo a las 48 horas. En un trabajo que
evallo 9 pacientes con TVP aguda y 11 con TVP de al menos 1 ano de evolucidn,
se observo un incremento significativo de CEC tanto en agudo como en la
evolucion. Los niveles de CEC fueron mayores en el episodio agudo. Todo esto hace
suponer que las CEC juegan un papel importante desde la etapa inicial de la
trombosis y quizas participan en el proceso de recanalizacion. (184)

1.3.5 Biomarcadores solubles Endoteliales y su papel en TEV
Los marcadores solubles endoteliales son moléculas liberadas por células

endoteliales activadas y juegan un papel importante en la regulacién de procesos
como la inflamacion, coagulacion y reparaciéon vascular. Numerosos marcadores
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endoteliales han sido estudiados en enfermedades vasculares, particularmente
arteriales. En el contexto de la TEV, estos marcadores reflejan el estado de activacion
o disfuncion endotelial, proporcionando informacion sobre el grado de inflamacién y
remodelacion endotelial en los vasos afectados. Algunas investigaciones han evaluado
los marcadores endoteliales en la fase aguda de la TEV y su asociacion con el SPT.
Dos estudios analizaron los niveles de E-selectina soluble (sE-selectina) durante la fase
aguda de la TVP y no encontraron una asociacion con la TVP. Sin embargo, su papel en
la prediccion del SPT sigue sin explorarse. Bittar et al. (113) informaron niveles
elevados de E-selectina en pacientes con SPT grave durante la evaluacion del SPT.
(190)

Entre los principales marcadores endoteliales evaluados en este estudio se incluyen
fractalkina, ICAM-1, P-selectina y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
todos ellos involucrados en diferentes aspectos de la patogénesis de la TEV. (148,191)

Moléculas de adhesion celular solubles

Las moléculas de adhesion celular solubles (sCAMs) como ICAM-1, VCAM-1, E- selectina
y P-selectina han sido objeto de estudio debido a su participacion en procesos
inflamatorios y tromboticos. Estas moléculas se liberan cuando el endotelio, las
plaquetas y los leucocitos son activados, y su presencia en plasma se ha considerado
un posible indicador de la actividad endotelial. En el contexto de la TEV, se ha
estudiado su valor como biomarcadores diagnosticos y pronosticos. Sin embargo, los
resultados han sido inconsistentes. Por ejemplo, mientras que algunos estudios han
reportado niveles elevados de sP-selectina y sVCAM-1 en pacientes con TVP, otros,
como el estudio de Bucek et al. (112), no encontraron diferencias significativas entre
los pacientes con TVP y los controles.

Estos hallazgos sugieren que, aunque las sCAMs juegan un papel reconocido en la
adhesion de células y la migracion transendotelial durante la inflamacion, su utilidad
diagnostica es cuestionable. Las discrepancias en los resultados podrian atribuirse a
diferencias en las caracteristicas de los pacientes, como la presencia de
comorbilidades (por ejemplo, enfermedades malignas, hiperlipidemia o diabetes) que
pueden influir en los niveles de sCAMs. Ademas, la fase en la que se evalGa la TVP
(aguda o cronica) y la metodologia utilizada para medir estas moléculas también
pueden impactar los resultados.

La E-selectina, por ejemplo, se ha asociado tipicamente con la activacion de
células endoteliales en respuesta a citocinas inflamatorias como la IL-1 y el TNF-aq,
pero su papel especifico en la TEV aun no se ha clarificado completamente.

ICAM-1 es una molécula de adhesidon que se expresa en la superficie de las células
endoteliales y que se incrementa en respuesta a estimulos inflamatorios. Esta
molécula facilita la adhesion y transmigracion de leucocitos a través del endotelio,
contribuyendo al proceso inflamatorio en los vasos sanguineos. En el contexto de
la TEV, ICAM-1 desempena un papel fundamental en la atraccion de células
inmunitarias hacia las areas de lesion endotelial, promoviendo la trombosis y
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contribuyendo a la formacion del trombo. En la fase aguda de TEV, se ha observado
que los niveles de ICAM-1 son elevados y reflejan activacion endotelial, aunque su
utilidad en la fase crénica y en la prediccién del desarrollo de complicaciones
postromboticas es menos clara. (192)

La P-selectina es una molécula de adhesion celular que se encuentra en las células
endoteliales y en las plaquetas. Se almacena en los granulos alfa de las plaquetas
y en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales, y se transloca
rapidamente a la superficie celular en respuesta a estimulos inflamatorios o de
activacion. Una vez en la superficie, la P-selectina facilita la adhesion de leucocitos y
plaquetas al endotelio, un paso crucial en la formacién del trombo. En el contexto de
TEV, P-selectina facilita la interaccion entre células endoteliales, plaquetas y
leucocitos, contribuyendo al proceso trombogénico y al desarrollo de inflamacion
local. Dado su papel en la fase inicial de la formacion del trombo, P-selectina se utiliza
frecuentemente como biomarcador de activacion plaquetaria y endotelial. Se ha
demostrado que los niveles de P-selectina soluble pueden estar elevados en pacientes
con trombosis venosa profunda (TVP), lo que indica su participacion en la activacion
endotelial y plaquetaria durante la formacion del trombo. Este aumento de P-
selectina podria reflejar la extension y la actividad del proceso trombotico.

A nivel diagnostico, aunque los niveles elevados de sP-selectina se han asociado
con la presencia de TVP, la evidencia sobre su utilidad como marcador
independiente es variable. Un estudio mostré que, aunque los pacientes con TVP
pueden tener niveles mas altos de sP-selectina, existe una gran variabilidad en los
valores observados, lo que dificulta su uso como una herramienta diagndstica
aislada. No obstante, algunos expertos consideran que la medicién de sP-selectina,
en combinacion con otros marcadores de trombosis e inflamacion, podria mejorar
la capacidad de detectar o evaluar la gravedad de la TVP.

En estudios preclinicos y modelos animales, la inhibicion de la P-selectina ha
demostrado efectos prometedores en la reduccion de la formacion de trombos,
sugiriendo su potencial como un objetivo terapéutico. Los agentes bloqueadores
de P-selectina estan siendo investigados para evaluar si pueden prevenir la
trombosis en pacientes con riesgo elevado, lo que podria abrir nuevas vias en el
manejo y la prevencion de la trombosis venosa. (193-194)

Fractalkina.

La fractalkina (CX3CL1) es una quimiocina de la familia CX3C que se encuentra
tanto en forma soluble como anclada a la membrana en las células endoteliales. A
diferencia de otras quimiocinas, se sintetiza como una proteina transmembrana y
también existe en una forma soluble, derivada del clivaje proteolitico de su version
de membrana. Esta dualidad le confiere funciones biolégicas diversas: la forma
transmembrana facilita la adhesion celular, mientras que la forma soluble actla
como agente quimiotactico. El gen que codifica CX3CL1 se localiza en el
cromosoma 16913 y esta compuesto por tres exones. Fractalkine se expresa
principalmente en células endoteliales, pero también en neuronas, células gliales,
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células musculares lisas y epiteliales, y su expresién es inducida por citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-18 e IFN-y (195-197)

En su forma de membrana, actia como molécula de adhesion, mientras que, en su
forma soluble, promueve la quimiotaxis de monocitos y linfocitos T hacia el endotelio
danado. Este doble papel convierte a la fractalkina en un mediador posible en el
proceso inflamatorio asociado con la TEV. (197-198)

El receptor especifico de fractalkine, CX3CR1, se encuentra en diversas células
inmunitarias, incluidas células NK, linfocitos T citotoxicos, monocitos y células
dendriticas. La interaccion entre CX3CL1 y CX3CR1 es clave en la movilizacion y
adhesion de estas células a sitios de inflamacién, promoviendo la migracion y
contribuyendo al reclutamiento y activacion celular en los tejidos afectados. (195-
196)

La fractalkine también participa en la regulacion de la activacién de integrinas, las
cuales son cruciales para la adhesion celular y la migracion a través de las paredes
endoteliales. Esta capacidad de actuar tanto como molécula de adhesion como
quimiocina la convierte en un mediador importante en la inflamacion y en procesos
de reparacion tisular. Las formas solubles y de membrana pueden inducir diferentes
respuestas celulares, destacando el papel multifuncional de CX3CL1 en procesos
inflamatorios créonicos. (195-198)

Fractalkine tiene un papel central en la inflamacion al facilitar la adhesion de
leucocitos al endotelio activado y al atraer células inmunitarias hacia areas de lesion.
Esto contribuye a la perpetuacidon de un entorno proinflamatorio, donde la activacion
de las células endoteliales y la liberacién de mediadores proinflamatorios favorecen
un estado protrombdtico. Este fendmeno es de particular relevancia en enfermedades
inflamatorias crénicas y en situaciones que implican dafo vascular, como la
aterosclerosis, donde CX3CL1 se ha vinculado a la progresion de la enfermedad y la
disfuncion endotelial. (195)

En la TVP estudios han documentado que los niveles elevados de fractalkine estan
asociados con un incremento en la adhesion y activacion de leucocitos y plaquetas,
elementos cruciales en la formacion de trombos. La activacion del eje
CX3CL1/CX3CR1 en el endotelio y las células inmunes contribuye al desarrollo de un
microambiente que favorece la trombosis y la inflamacion. La evidencia sugiere
que esta via puede desempenar un papel en la disfuncién endotelial observada en
pacientes con TVP y podria ser un objetivo para intervenciones terapéuticas
dirigidas a mitigar la respuesta inflamatoria y la formacion de trombosis. (195)

Dado su papel en la regulacion de la adhesion celular y la inflamacion, el eje
CX3CL1/CX3CR1 ha atraido atencion como posible blanco terapéutico. La inhibicion
de este eje podria potencialmente reducir la activacion de células endoteliales y la
migracion de leucocitos, disminuyendo asi la inflamacion y el riesgo de formacion de
trombos. Algunos estudios preclinicos han mostrado que bloquear la interaccion
entre CX3CL1 y CX3CR1 puede mejorar la funcion vascular y reducir el dafo tisular
en modelos de enfermedades inflamatorias y fibrosis. (197-198)
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VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular).
El VEGF es una glicoproteina fundamental que regula la angiogénesis, proceso que

permite la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura
preexistente. Este proceso es crucial para el desarrollo embrionario, la cicatrizacion
de heridas y la respuesta a condiciones de hipoxia. VEGF es producido por diversos
tipos celulares, incluyendo células endoteliales, plaquetas, linfocitos y células
tumorales, y puede ser liberado en una forma soluble desde los granulos alfa de las
plaquetas durante la activacion plaquetaria. (199-200)

El VEGF tiene un papel central en la regulacion de la vasculatura, promoviendo la
proliferacion y la migracion de las células endoteliales y aumentando la permeabilidad
vascular. Este Gltimo efecto es particularmente relevante en condiciones
inflamatorias, ya que facilita la extravasacion de proteinas plasmaticas y células
inmunes hacia los tejidos afectados. La capacidad de VEGF para inducir la
formacion de vasos sanguineos permeables y anormales es de gran relevancia en
el contexto de enfermedades inflamatorias cronicas y en la progresion de tumores,
donde contribuye a la formacion de una red vascular que no solo soporta el
crecimiento tumoral, sino que también facilita la metastasis. (199)

El VEGF también juega un papel importante en la interaccién entre la inflamacion
y la coagulacion. Estudios han demostrado que VEGF puede inducir la expresion del
FT, el principal iniciador de la cascada de coagulacion, en células endoteliales. Esta
actividad es potenciada en presencia de citoquinas proinflamatorias como el TNF-
a, lo que incrementa la actividad procoagulante de manera significativa. (199-200)

Este mecanismo subraya la contribucion de VEGF a un entorno procoagulante que
favorece la formacion de trombos. Ademas, VEGF estimula la liberaciéon de otras
citoquinas y factores de crecimiento que potencian la respuesta inflamatoria,
creando un ciclo de retroalimentacion positiva que amplifica tanto la inflamacion
como la trombosis.

La participacion de VEGF en la TVP puede explicarse por su capacidad para aumentar
la permeabilidad vascular y fomentar la adhesién de leucocitos al endotelio. Este
proceso facilita la migracion de células inflamatorias y la deposicion de fibrina,
contribuyendo al desarrollo y la estabilizacion del trombo. Ademas, VEGF se
correlaciona con otros marcadores inflamatorios y procoagulantes, como la
interleucina-6 (IL-6) y el TNF-a, reforzando su papel central en el proceso inflamatorio
que precede y acompana a la formacion de trombos. (199-200)

Ademas, VEGF contribuye a la reparacion endotelial tras el dano vascular, lo cual
es fundamental en la reendotelizacion y la recanalizacion del trombo. Los niveles
de VEGF suelen estar elevados en la fase aguda de TEV, y en estudios se ha
observado que este marcador es particularmente relevante en enfermedades
vasculares cronicas, donde la angiogénesis juega un papel en la recuperacion de la
funcion venosa. (194) Un estudio indico que pacientes con cancer y TVP
presentaban niveles mas altos de VEGF en comparaciéon con aquellos sin trombosis,
lo que apunta a que el VEGF no solo contribuye al entorno procoagulante, sino que
también podria ser un biomarcador de riesgo para eventos trombéticos. (194,200)
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Dado el papel multifacético de VEGF en la inflamacion, la angiogénesis y la trombosis,
se ha considerado un objetivo potencial para terapias dirigidas. Los inhibidores de
VEGF, que ya se utilizan en el tratamiento de ciertos tipos de cancer y enfermedades
oculares como la degeneracion macular, podrian tener un papel en la modulacion
del riesgo de trombosis en pacientes con condiciones proinflamatorias cronicas y
cancer. Sin embargo, se necesita mas investigacion para determinar como la
inhibicion de VEGF podria integrarse en estrategias para prevenir y manejar la TVP y
otros eventos tromboticos, equilibrando los beneficios de la reduccion de la
coagulacion con los posibles efectos secundarios relacionados con la angiogénesis.
(199-200)

48



CAPITULO 2.- Identificacion del problema,
hipotesis y objetivos

Numerosas investigaciones han resaltado el papel crucial del endotelio en la
patogenia de la TEV. Al recubrir las paredes internas de los vasos sanguineos, el
endotelio vascular no solo actGa como una barrera fisica, sino que también
desempena un papel fundamental en la regulacion de la hemostasia y la coagulacion.
La disfuncion endotelial puede desencadenar la formacion de trombos venosos,
predisponiendo a eventos tromboembolicos y contribuyendo al desarrollo de
complicaciones graves, como la recurrenciay el SPT.

Comprender los mecanismos por los cuales el endotelio contribuye al desarrollo
de la TEV y sus complicaciones es esencial para el desarrollo de estrategias
terapéuticas mas efectivas. Los estudios en esta area buscan identificar
biomarcadores especificos que reflejen la disfuncion endotelial y explorar
intervenciones que mantengan la integridad del endotelio, lo cual podria prevenir la
formacion de trombos venosos y mejorar el pronéstico de los pacientes. Esta linea de
investigacion abre la puerta a avances significativos en el manejo y prevencion de la
TEV.

Dado el creciente reconocimiento del papel de las CPE, las CEC, y otros
biomarcadores endoteliales en la preservacion de la homeostasis vascular, esta
tesis plantea la hipotesis de que los pacientes con TEV presentan alteraciones en
estos biomarcadores endoteliales, los cuales podrian servir como indicadores de
recurrencia y desarrollo de SPT.
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Objetivo General:
Contribuir al conocimiento del rol de los marcadores endoteliales en la

enfermedad tromboembolica venosa, con un enfoque en su potencial para
predecir recurrencias y complicaciones como el SPT.

Objetivos Especificos:
1- Estandarizar una técnica de citometria de flujo para la cuantificacion de

CPE y CEC en circulacion, estableciendo un protocolo reproducible y fiable para
estudios clinicos.

2- Comparar los niveles de CPE, CEC y otros biomarcadores endoteliales en
pacientes con TEV crénica frente a sujetos sanos, identificando diferencias
significativas que puedan estar asociadas con el estado tromboembélico.

3- Analizar la relacion entre los niveles de CPE, CEC y biomarcadores
endoteliales con el SPT.

4- Analizar la relacion entre los niveles de CPE, CEC y biomarcadores
endoteliales con la recurrencia de la TEV.
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CAPITULO 3.- Materiales y métodos

3.1. Caracteristicas de la poblacion
Este estudio se disend como un estudio analitico observacional de tipo casos y

controles, con seleccion consecutiva de los pacientes. Los criterios de inclusion
para el grupo de los casos incluyeron a personas mayores de 18 anos con
diagnostico confirmado de TVP sintomatica, tratadas con anticoagulantes por un
minimo de tres meses. Todos los episodios de TVP se confirmaron mediante
ecografia doppler venosa, evidenciando la presencia de un segmento venoso
incompresible en dicho estudio.

Las variables demograficas y clinicas se obtuvieron a través de entrevistas clinicas,
mientras que los estudios de laboratorio e imagen fueron extraidos de la historia
clinica electrénica. Los episodios de TVP se clasificaron como desencadenados o
provocados cuando se presentaron junto a factores de riesgo adquiridos, tales
como cirugia, inmovilizacion prolongada, embarazo/puerperio, uso de
anticonceptivos orales, o en asociacion con cancer, siguiendo la definicion de la
International Society of Thrombosis and Hemostasis (ISTH). (201)

La recurrencia de eventos tromboticos se definio segin los criterios de ISTH, que
establece que un evento trombotico recurrente es aquel que ocurre después de un
primer episodio de TVP o EP, confirmada mediante estudios de imagen (como
ecografia doppler o tomografia computarizada), en un intervalo de tiempo en el que
el paciente ya ha recibido tratamiento anticoagulante completo por el episodio inicial.
La ISTH define que una nueva aparicion de sintomas compatibles con trombosis, junto
con evidencia radioldégica de un trombo en un sitio distinto o una extensién clara del
trombo previo, califica como una recurrencia

51



Para evaluar y clasificar la gravedad del SPT, se utilizd el Score de Villalta (VS) al
momento de la inclusion en el estudio. Esta escala evalla cinco sintomas relacionados
con el paciente (dolor, calambres, pesadez, parestesia y prurito) y seis signos fisicos
observados por el médico (edema pretibial, induracion cutanea, hiperpigmentacion,
ectasia venosa, enrojecimiento y dolor a la compresiéon de la pantorrilla). Cada item
se puntua de 0 (ausente) a 3 (grave), resultando en una puntuacion total de 0 a 33
puntos. Se diagnostica SPT cuando el puntaje era =5 o cuando se identificaba una
Ulcera venosa. La gravedad del SPT se clasifico como leve (5-9 puntos), moderada
(10-14 puntos), o grave (215 puntos o presencia de ulcera venosa). La evaluacién del
SPT fue realizada por el mismo investigador el dia de la recoleccion de muestras de
sangre, garantizando consistencia en la evaluacion clinica. (69)

El grupo control incluyé 61 individuos sanos (41 mujeres y 20 hombres mayores de 18
anos) sin antecedentes de tromboembolismo venoso (TEV) ni de enfermedades
inflamatorias o infecciosas agudas o cronicas.

3.2. Recoleccion de la muestra
Las muestras de sangre periférica (SP) de los controles y los pacientes fueron

recolectadas en tubos anticoagulados con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 3
ml) durante las visitas de seguimiento, tras tres meses de tratamiento anticoagulante.
Los recuentos automatizados de leucocitos en SP se realizaron mediante el sistema
ABX Micros 60 (Horiba, Montpellier, Francia). Las muestras se procesaron y analizaron
mediante citometria de flujo de 8 colores dentro de las 24 horas posteriores al
muestreo, y se criopreservaron muestras de plasma para analisis posterior.

3.3. Analisis de citometria de flujo de CPE y CEC

Actualmente, no existe consenso sobre la estrategia de determinacion de CPE vy
CEC mediante citometria de flujo en sangre periférica. En este estudio, se estandarizo
la técnica de enumeracion de CPE y CEC utilizando una plataforma de citometria de
flujo doble. Estas células expresan en su superficie marcadores especificos. Se
selecciond un panel que incluye CD133 para identificar la inmadurez celular y otros
marcadores endoteliales como CD34, KDR, CD31 y CD146, comUnmente aceptados en
la literatura. Las CPE se definieron como CD45bajo/-, CD34+, CD133+, CD31+, CD146+,
KDR+, CD3-, CD19-, y las CEC como CD45bajo/-, CD34+, CD133-, CD31+, CD146+, KDR+,
CD3-, CD19-.

Estas poblaciones celulares son raras, representando aproximadamente el 0.001% a
0.0001% de la fraccion mononuclear en la sangre periférica, lo cual requiere la
adquisicion de 2-3 millones de eventos para su deteccion adecuada. Durante la
estandarizacion, se evaluaron diferentes volumenes de SP y métodos de lisis de
eritrocitos (lyse-wash, lyse-no wash) para maximizar la sensibilidad de la técnica. Se
titularon las concentraciones de los anticuerpos y se generd una matriz de
compensacion para asegurar la consistencia en los niveles de fluorescencia.
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El protocolo final incluyé la incubacion de 1 ml de SP con 45 ml de solucién de cloruro
de amonio durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de centrifugacion y
lavado con PBS-1% de albumina. Las muestras fueron luego incubadas con el panel
de anticuerpos indicado en la tabla 7 y analizadas en un FACS Canto Il con tres
laseres. Se adquirieron 3,000,000 de eventos viables por muestra, utilizando los
softwares FACS Diva y Infinicyt para la adquisicion y el analisis de datos,
respectivamente (figura 3).

FIGURA 3. ESTRATEGIA DE GATING DE CPE Y CEC.
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Los diagramas de citometria de flujo muestran la estrategia de gating empleada para
identificar poblaciones celulares. En el panel superior izquierdo (FSC-A vs. SSC-A), se
realizo el gating inicial para excluir residuos y definir la poblacion celular principal. En el
panel superior central (55C-A vs. CD34: PerCP-Cy5.5), se identificaron las células CD34+, y
en el panel superior derecho (SSC-A vs. CD45: V500), se diferenciaron las subpoblaciones
basadas en la expresion de CD45. El panel inferior izquierdo (CD34: PerCP-Cy5.5 vs. CD133:
PE) muestra la deteccion de células CD34+CD133+, mientras que el panel inferior central
(CD34: PerCP-Cy5.5 vs. CD3-CD19: V450) excluye linfocitos Ty B. Los histogramas a la
derecha representan la expresion de CD31, CD146 y VEGFR2 en las CEC (azul) en
comparacion con CPE (rojo).
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TABLA 7. PANEL DE CITOMETRIA DE FLUJO EN 8 COLORES

Tubo BV450 V500 PE PERCPCY5.5 PECY7 Alexa 647 APC-Cy7
Células
Progenitoras CD3B¥/§§11 ? CD45 CD133 CD34 CD146 KDR CD31
Endoteliales

3.4. Niveles en plasma de molécula de adhesion intercelular 1,
P-selectina, fractalkina y factor de crecimiento endotelial
vascular

Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1/CD54, VEGF, fractalkina/CX3CL1 y P-
selectina/CDé62p fueron determinadas utilizando el kit BDTM cytometric bead array
(CBA, BD Biosciences, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La adquisiciéon
de datos se realizd utilizando el software FACS Diva (Becton-Dickinson) y el analisis
utilizando el software FCAP Array v3.0 (BD Biosciences). El limite de deteccién del BD
CBA esta entre 5 pg/mly 5000 pg/ml. Se realizaron estas determinaciones en el plasma
de 33 controles y 18 pacientes con (TVP. En la Figura 4 se muestran las curvas de
calibracion para estas proteinas.

FIGURA 4. CURVAS DE CALIBRACION CON ESTANDARES DE CITOQUINAS
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Se muestra ejemplo de las curvas de calibracion para biomarcadores solubles: CD54, VEGF, Fractalkine y CD62P
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3.5. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS 21 (Chicago, IL, EE. UU.). Se

utilizaron métodos de estadistica descriptiva e inferencial. Las estadisticas
descriptivas de las variables cualitativas se expresaron en términos de porcentajes y
las variables cuantitativas como mediana y rango intercuartilico (RIQ). La
significancia estadistica de las posibles diferencias encontradas entre las diferentes
variables se determind utilizando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney para
muestras independientes). Se utilizd el coeficiente de correlacién de Spearman para
evaluar la relacion entre variables continuas. Se considerd un valor de P<0.05 como
estadisticamente significativo.

3.6. Consideraciones Eticas
El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica Institucional del

Hospital de Clinicas de Montevideo, Uruguay. Cada paciente incluido en el estudio
fue debidamente informado y se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes y controles incluidos en este estudio.

Se respetaron los principios fundamentales establecidos en la Declaracion de
Helsinki. La propiedad y custodia de la base de datos es del equipo investigador.
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CAPITULO 4.- Marcadores

endoteliales en TEV

4.1. Objetivo

Comparar los niveles de CPE, CEC y otros biomarcadores endoteliales en
pacientes con TEV cronica frente a sujetos sanos, identificando diferencias
significativas que puedan estar asociadas con el estado tromboembdlico

4.2. Resultados
Datos demograficos y clinicos de pacientes con trombosis venosa profunda y

controles.

Se incluyeron 32 pacientes con TVP previa provocado o no provocado. Las TVP
provocados se debieron a cancer (n=4), sindrome antifosfolipido (n=4), ingreso
hospitalario (n=3), uso de anticonceptivos hormonales (n=2), cirugia (n=2), terapia con
estrogenos, embarazo/puerperio (n=2). Tabla 8.

Todos los pacientes al momento de ser incluidos en el estudio estaban bajo
anticoagulacion. El 77% con warfarina, el 16% con anticoagulantes orales directos
(DOAC) y el 8% con enoxaparina. Tabla 8.
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TABLA 8. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS

Pacientes TEV

(n=32) Controles (n=61) Valor p
Edad: mediana (RIQ) 69 (57-77) 43 (30-49) 0.32
Sexo (femenino:masculino) 1.2:1 2:1 0.2
Termpo desdela i TVP 2 ar11o NA
TVP Provocada/ No provocada 17/15 NA
TVP Proximal/Distal 19/8 NA
TVP Recurrente 15 (47%) NA
Asociacion de EP 5 (15.6%) NA
SPT 21 (65.6%) NA

* RIQ: rango intercuartil; TVP: trombosis venosa profunda; EP: embolia pulmonar; SPT: sindrome
post-trombético; NA: no aplica.

Las CPE y CEC estan disminuidas en pacientes con trombosis venosa profunda

Los resultados de la citometria de flujo muestran que las células progenitoras
CD34+CD45low/-, los pacientes con TVP presentaron un menor numero absoluto
(mediana: 1.51 células/pL) que los controles (mediana: 2.41 células/pL), con una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.031). Esto representa una reduccion
aproximada de 1.6 veces menos células en los pacientes con TVP en comparacion con
los controles. De manera similar, las células progenitoras CD34+CD45low/- CD133+,
que representan una subpoblacion de células progenitoras inmaduras, también
mostraron un numero absoluto inferior en los pacientes con TVP (mediana: 0.75
células/pL) frente a los controles (mediana: 0.81 células/pL), con significancia
estadistica (p=0.027). En términos relativos, el porcentaje de estas células fue de
0.0066% en pacientes con TVP, comparado con 0.011% en controles (p=0.045), lo
que sugiere que los pacientes con TVP tienen aproximadamente 1.1 veces menos
células en esta subpoblacion en comparacion con los controles sanos. Las CPE también
mostraron una reduccion significativa en los pacientes con TVP. El nimero absoluto de
CPE en estos pacientes fue de 0.57 células/pL en comparacion con 0.85 células/pL en
los controles (p=0.031), lo que equivale a aproximadamente 1.5 veces menos CPE en
los pacientes con TVP. En términos relativos, el porcentaje de CPE fue de 0.0063% en
pacientes con TVP frente a 0.010% en los controles (p=0.049). Para las CEC, los
pacientes con TVP también presentaron niumeros absolutos notablemente mas bajos
(mediana: 0.38 células/pL) en comparacion con los controles (mediana: 1.02
células/pL), con una reduccion significativa de 2.7 veces menos células en el grupo de
TVP (p=0.001). Estos resultados sugieren una disminucion marcada en la disponibilidad
de CPE y CEC en pacientes con TVP, lo que podria reflejar una capacidad reducida de
regeneracion endotelial y reparacion vascular en este grupo. (Tabla 9, Figura 5).

Los biomarcadores endoteliales solubles son similares en pacientes con trombosis
venosa profunda y controles.
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En contraste con las CPE y CEC, los niveles de biomarcadores endoteliales solubles no
mostraron diferencias significativas entre los pacientes con TVP y los controles sanos.
Las concentraciones plasmaticas de ICAM-1/CD54, VEGF, fractalkina/CX3CL1y P-
selectina/CDé62p fueron comparables entre ambos grupos. Por ejemplo, ICAM-1/CD54
tuvo una mediana de 256.73 ng/mL en pacientes con TVP frente a 189.51 ng/mL en
los controles, sin alcanzar significancia estadistica (p=0.71). De igual forma, los niveles
de VEGF vy fractalkina/CX3CL1 no presentaron diferencias estadisticamente
significativas.

Estos resultados sugieren que, a diferencia de los niveles de CPE y CEC, los
biomarcadores endoteliales solubles no estan marcadamente alterados en
pacientes con TVP crénica. (Tabla 9)

TABLA 9. MARCADORES ENDOTELIALES EN PACIENTE Y CONTROLES

Pacientes TEV (n=32) Controles (n=61) Valor p
WBC (/mm3) (mediana (RIQ)) 6500 (5200-7750) 6650.00 (5400-7300) 0.42
. ] Porcentaje celulas 0.05 (0.009-0.054) 0.032 (0.020-0.053) 0.10
Células progenitoras totales nucleadas
CD34+CD45'w/- (mediana
(RIQ)) Nimero absoluto(/pL)  1.51 (0.52-2.65) 2.41 (1.39-4.05) 0.031
Células progenitoras Porcentaie células
CD34+CD45'"°w/-CD133+ ] 0.0066 (0.0024-0.069) 0.011 (0.0059-0.080) 0.045
. totales nucleadas
(mediana (RIQ))
NGmero absoluto(/pL) 0.75 (0.12-6.35) 0.81 (0.41-4.40) 0.027
Porcentaje células
0.0063 (0.0014-0.019) 0.010 (0.0055-0.020) 0.049
totales nucleadas
CPE (mediana (RIQ))
Namero absoluto(/pL) 0.57 (0.07-1.21) 0.85 (0.35-1.27) 0.031
Porcentaje celulas 0.0076 (0.024-0.18) 0.013 (0.0080-0.026) 0.013
totales nucleadas
CEC (mediana (RIQ))
Numero absoluto(/pL) 0.38 (0.15-1.01) 1.02 (0.63-1.74) 0.001
ICAM-1/CD54 (ng/mL) 256.73 (210.78-290.13) 189.51 (165.55-285.60) 0.71
VEGF (pg/mL) 183.40 (91.70-359.42) 154.53 (71.25-194.81) 0.45
Fractalkina/CX3CL1 (pg/mL) 242.21 (88.51-428.73) 188.5 (113.05-312.62) 0.72
P-selectin/CD62p (ng/mL) 18.36 (10.65-25.09) 15.32 (13.44-18.77) 0.17
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* WBC: white blood cells; RIQ: rango intercuartil
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FIGURA 5. POBLACIONES CELULARES ABSOLUTAS EN PACIENTES Y CONTROLES

Se muestran las poblaciones celualres (Células progenitoras CD34+, CD34+, CD45low/-CD133+,
CPE y CEC) en valores absolutos en poblacion de pacientes (negro) y controles (rojo). Se
representan con diagrama de dispersion donde los puntos representan la distribucion individual
de los valores en ambos grupos (pacientes y controles), mientras que las lineas en cada conjunto
de datos muestran la medianay los intervalos intercuartilicos. Se muestra el valor de p para cada
grupo.

4.3. Discusion
Las células endoteliales son reguladores esenciales de la resolucién del trombo, la

extravasacion y activacion de leucocitos, la fibrinolisis, la reendotelizacion de la vena
danada, forman canales neovasculares y modulan la fibrosis. Aunque estas
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células aceleran la resolucion del trombo, su reduccién y disfuncion pueden tener
efectos perjudiciales en la resolucion de la TVP (170,202)

Este estudio evidencio que los pacientes con TEV cronica presentan niveles mas
bajos de células progenitoras CD34+, CD34+CD45low/-CD133+, CPE y CEC en
comparacion con los controles sanos, lo que sugiere una disfuncion endotelial
persistente y una menor capacidad de reparacion vascular, contribuyendo a un
entorno pro-trombdtico en la fase cronica de la enfermedad.

Aunque existe creciente evidencia que demuestra el papel de las CPE y las CEC en
enfermedades arteriales, los datos sobre la TVP estan limitados a estudios en
animales y estudios clinicos de pequena escala. (172,184)

Alessio AM et al. (184) reportaron que los pacientes con TVP en la fase aguda y cronica
presentaron niveles mas altos de CEC en comparacion con los controles sanos, siendo
los niveles en la fase aguda mas altos que en la fase crénica. Los resultados diferentes
a los nuestros podrian deberse a que las CEC se midieron en un momento distinto
del proceso de la enfermedad y también porque las muestras de nuestros pacientes
con TVP eran diferentes (tiempo prolongado desde el Gltimo episodio de TVP, alta
incidencia de SPT y recurrencias). Proponemos que, durante la fase aguda de la
TVP, los niveles de CEC son mas altos debido al dafo endotelial y la inflamacion, y
posteriormente, en la fase cronica, disminuyen hasta niveles mas bajos que en los
controles sanos.

Los niveles de CPE en la TVP han sido poco estudiados. Nuestros resultados concuerdan
con los datos reportados en patologias cardiovasculares, que muestran niveles
disminuidos de CPE en la fase cronica de la TVP (203). El ensayo clinico aleatorizado
EXACT es el estudio mas grande que evalua los niveles de CPE en pacientes con TVP
(n=281) y encontré6 que niveles bajos de CPE se asociaban con recurrencia de
trombosis venosa. Sin embargo, no incluyeron un grupo control para comparar los
niveles de CPE entre pacientes con TVP e individuos sanos. Tras la fase aguda de la
TVP, podria existir una movilizacion alterada o agotamiento de CPE que contribuye a
la disfuncion endotelial e impide la recanalizacién del trombo. Ademas, Alvarado-
Moreno et al. (185) encontraron un estado disfuncional en las CPE de pacientes con
TVP que reflejaba algunas caracteristicas de las células endoteliales disfuncionales.

Desde una perspectiva practica, la medicion de células CD34+ y CD34+CD45low/ -
CD133+ podria integrarse mas facilmente en la practica clinica que las CPE y CEC.
Al ser mas accesibles y ofrecer un analisis reproducible, su uso reduce la variabilidad entre
laboratorios y permite un monitoreo confiable del estado endotelial en pacientes
con TEV. Esta consistencia es esencial para su adopcion en la rutina clinica, ya que
un biomarcador que mantiene uniformidad en diferentes laboratorios es ideal para
aplicaciones amplias y fiables.

Las células CD34+ han sido objeto de numerosos estudios en el ambito de las
enfermedades cardiovasculares, demostrando su utilidad en la evaluacion de la funcion
endotelial y la prediccion de eventos adversos. (204) La experiencia en otros
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campos médicos refuerza la idea de que medir CD34+ o CD34+CD45low/-CD133+
podria ser mas efectivo y practico que centrarse en CPE y CEC, aportando una
evaluacion mas precisa del riesgo y de la capacidad regenerativa endotelial en la
TEV.

La implementacion de estas mediciones podria mejorar el manejo de la TEV,
identificando pacientes con una capacidad de reparaciéon endotelial comprometida
y orientando decisiones terapéuticas mas personalizadas, como intensificar las
terapias o ajustar el monitoreo. La inclusion de estos biomarcadores
complementaria las evaluaciones tradicionales, proporcionando una vision mas
detallada del estado endotelial en la TEV cronica.

En este estudio, la ausencia de diferencias significativas en los niveles de
biomarcadores solubles, como ICAM-1, VEGF y P-selectina, en pacientes con TEV
frente a controles, sugiere que estos marcadores podrian estar mas relacionados
con la respuesta inflamatoria aguda que con el dafo endotelial crénico.

Pese a la relevancia de estos hallazgos, el estudio presenta limitaciones, como el
tamano de la muestra y su disefio transversal, que restringen la extrapolacion y la
determinacion de causalidad. Es fundamental que futuras investigaciones prospectivas
de mayor escala confirmen estas observaciones y definan como integrar mejor estos
biomarcadores en la practica clinica para optimizar la identificacion y el manejo de
pacientes con riesgo de recurrencia y complicaciones crénicas.
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CAPITULO 5.- Marcadores endoteliales en
Sindrome Post-Trombotico

5.1 Objetivos

1-  Analizar la relacion entre los niveles de células progenitoras, CPE, CECy
biomarcadores endoteliales con el SPT.

2- Correlacionar los niveles de células progenitoras CPE, CEC y biomarcadores
endoteliales con la severidaddel SPT

5.2 Resultados

La Tabla 10 muestra las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con
y sin SPT. No se observaron diferencias significativas en la mediana de edad ni en la
proporcion de sexo entre ambos grupos. Sin embargo, el analisis indicé que los
pacientes con SPT tenian una mayor prevalencia de TVP recurrente en comparacion
con aquellos sin SPT (66.6% vs. 9.1%, p=0.015), sugiriendo que la recurrencia de TVP
es un factor importante en el desarrollo del SPT. Otros factores clinicos, como la
presencia de EP asociada, no mostraron diferencias significativas entre los grupos.
Dada la asociacion observada entre el SPT y la recurrencia de TVP, se realizo un analisis
multivariado. Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes debido al bajo
namero de pacientes incluidos en el estudio. Es probable que la presencia de SPT y la
recurrencia estén introduciendo un sesgo en los resultados obtenidos.
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TABLA 10. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE PACIENTES CON Y SIN SPT

Pacientes SPT Pacientes sin SPT Valor p

(n=21) (n=11)
Edad: medianaa (RIQ) 69(64-77) 64(51-76) 0.2
Sexo (femenino:masculino) 1.1:1 1.7:1 0.5
TPV provocada/no provocada 10/11 5/6 0.6
TVP Proximal/Distal 13/4 6/4 0.49
TVP Recurrente 14 (66.6%) 1(9.1%) 0.015
EP asociada 4 (19%) 1(9.1%) 0.51
VS medianaa (RIQ) 8 (7-13) 2 (0-4)
SPT leve 11 (50.0%) NA
SPT Moderado 7 (33.0%) NA
SPT severo 3 (14.2%) NA

* RIQ: rango intercuartil; TVP: trombosis venosa profunda; EP: embolia pulmonar; SPT: sindorme
post-tromboético. VS: Villalta score. NA: no applicable. SPT leve: VS 5-9; SPT Moderado: VS 10-14;
SPT Severo: VS=15 o ulcera venosa presente

Los niveles de células progenitoras CD34+ CD45low/-, CPE y CEC fueron
significativamente mas altos en pacientes con SPT en comparacion con pacientes
sin SPT (Tabla 11 y Figura 6). Los niveles de células CD34+CD45low/ - progenitoras
fueron significativamente mas altos en pacientes con SPT. Los pacientes con SPT
mostraron una mediana de 1.90 células/pL, en comparacion con 0.52 células/pL en
pacientes sin SPT (p=0.008), indicando un aumento de aproximadamente 3.6 veces. En
términos absolutos, el numero de CPE y CEC en pacientes con SPT fue
aproximadamente 8 veces y 2.5 veces mayor, respectivamente, que en los
pacientes sin SPT. Ademas, los niveles de CPE y CEC en pacientes con SPT no difirieron
significativamente de los controles sanos, lo que sugiere que la presencia del SPT
estimula la movilizacion de CPE hacia la sangre periférica hasta alcanzar niveles
similares a los de individuos sanos (Figura 6).

Ademas, los niveles de CPE y CEC mostraron una correlacion lineal moderada con
la puntuacion del Villalta Score (VS), una medida de la severidad del SPT, con
coeficientes de correlacion de r=0.64 y r=0.52, respectivamente (Figura 6). Este
hallazgo sugiere que a mayor severidad del SPT, mayor es la movilizacion de estas
células hacia la circulacion periférica.
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TABLA 11. BIOMARCADORES ENDOTELIALES EN PACIENTES CON Y SIN SPT

val
Pacientes SPT (n=21) Pacientes sin SPT (n=11) alor
WBC (/mm3) (mediana (RIQ)) 6800 (5500-8300) 6250.00 (4950-7100) 0.32
Porcentaje celulas 0.041 (0.013-0.075) 0.0092 (0.0035-0.034) 0.006
CD34+CD45'°w/- progenitor totales nucleadas
cells (mediana (RIQ)) Numero absoluto(/pL)  1.90 (1.37-5.03) 0.52 (0.20-2.08) 0.008
p je célul
orcentaje celulas 0.0089 (0.0045-0.029) 0.0013 (0.0008-0.013)  0.019
totales nucleadas
CPE (mediana (RIQ))
Namero absoluto(/pL)  0.75 (0.38-1.52) 0.09 (0.05-0.82) 0.021
Porcentaje células
totales nucleadas 0.013 (0.0047-0.28) 0.0034 (0.0015-0.014) 0.054
CEC (mediana (RIQ))
Namero absoluto(/pL)  0.56 (0.34-1.57) 0.20 (0.11-0.77) 0.049
ICAM-1/CD54 (ng/mL) 260.5 (188.56-290.90) 256.74 (210.79-391.62) 1.0
VEGF (pg/mL) 338.9 (99.10-669.9) 91.70 (70.70-184.1) 0.12
Fractalkina/CX3CL1 (pg/mL) 387.60 (222.30-597.90) 98.00 (82.30-193.02) 0.044
P-selectin/CD62p (ng/mL) 18.54 (16.12-25.09) 13.41 (10.28-28.72) 0.65

* WBC: white blood cells; RIQ: rango intercuartil

64



p<0.0001

4 C k {
A . p<0.0001 , B 004 1000+ p=0.027 p=0.044
7 . = TR ; p<0.0001 t i} i
p 1 i y
ey 9.5 t i Cu— *
6 (¢} 3 g 1
9.0
2 S
o £ 600 @
= z
J = 4004 9 *
a T o
w ) 0 2
& 2004 Sadol e
> _AEA_
c T T
A A
& £ &
& &
4
4- F
D s, r=0.64 p<0.0001 E r=0.52 p=0.003 1000 r=0.86 p<0.0001
- L J
6- = 3- 5 z o
= g 3 2
2 = ] ®
;4~ ° o 24 ° ° e
a & g
w . © E
24 ° ° o 1 ° L £
@
. : 4 o e o °
DJ . cf2e . T . o | . L T 1 0+ i ’ 2
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15
Villalta Score Villalta Score Villaita Score

FIGURA 6. NIVELS DE CPE, CEC Y FRACTALKINA EN PACIENTES CON Y SIN SPT Y CONTROLES.
CORRELACION CON SCORE DE VILLALTA.

A, By C: Niveles de EPC, CEC y fractalkina en controles y pacientes cony sin SPT. Los datos mostrados
son la medianay el rango intercuartil. Las barras indican el valor de p y las diferencias significativas.
D, Ey F. Correlaciones lineales entre el VS y EPC, CEC y fractalkina. Se muestran el coeficiente de
correlacién de Pearson (R Pearson) y el valor de p.

La fractalkina se incrementé en pacientes con sindrome postrombético y tuvo una
fuerte correlacion con el score de Villalta.

En cuanto a los biomarcadores endoteliales solubles, los resultados indican que no
hubo diferencias significativas en los niveles de ICAM-1, VEGF y P-selectina entre los
pacientes con y sin SPT. Sin embargo, los niveles de fractalkina se incrementaron
notablemente en pacientes con SPT, alcanzando concentraciones 4 veces mayores que
en pacientes sin SPT (387.60 pg/mL vs. 98.00 pg/mL, p=0.044) (Tabla 11 y Figura 6 c).
Este aumento en la fractalkina fue mas pronunciado en pacientes con SPT moderado
o severo (VS= 10), que mostraron niveles de fractalkina significativamente mayores
en comparacién con aquellos con SPT leve (455.5 pg/mL vs. 60.3 pg/mL, p=0.024).
Ademas, los niveles de fractalkina en pacientes con SPT fueron superiores a los
observados en controles, lo que sugiere que el SPT induce la produccion de fractalkina,
un marcador que podria estar implicado en la progresion del SPT y en el mantenimiento
de un estado inflamatorio cronico en estos pacientes.

La fractalkina también mostré una correlacion lineal fuerte con la puntuacion del
VS (r=0.86), lo cual indica que este biomarcador podria ser (til no solo para evaluar la
presencia del SPT, sino también para determinar su severidad (Figura 6f). Estos
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resultados sugieren que, a diferencia de otros biomarcadores endoteliales, la
fractalkina podria desempenar un papel central en la patogenia del SPT al contribuir a
la inflamacién y al reclutamiento de células inmunitarias en el sitio de danho
vascular.

En contraste, aunque los niveles de P-selectina no mostraron diferencias significativas
entre los grupos de pacientes con y sin SPT, se observé que los pacientes con SPT
moderado o severo (VS > 10) presentaron niveles de P-selectina mas elevados que
aquellos con SPT leve (18.54 ng/mL vs. 13.41 ng/mL, p=0.012). Este incremento podria
estar relacionado con la gravedad de la disfuncidon endotelial y sugiere que, al igual
que la fractalkina, la P-selectina podria ser un marcador de la severidad del SPT,
particularmente en su forma mas avanzada.

5.3 Discusion

El papel esencial de las CPE y las CEC en la organizacion y recanalizacion de los trombos
venosos nos llevd a explorar su asociacion con el desarrollo del SPT. Este estudio es el
primero en mostrar una relacion directa entre los niveles de CPE y CEC y el SPT,
sugiriendo que estas células podrian ser biomarcadores potenciales para la severidad
del SPT, ademas de posibles objetivos terapéuticos para la prevencion y manejo de
esta complicaciéon a largo plazo.

La terapia anticoagulante ha demostrado ser eficaz en la prevencion de la propagacion
y recurrencia de la TVP; sin embargo, no esta disefada para evitar el desarrollo del
SPT, que es una de las complicaciones mas prevalentes y debilitantes a largo plazo de
la TVP. Aln no se comprende completamente por qué algunos pacientes desarrollan
SPT y otros no, lo que resalta la necesidad de identificar nuevos biomarcadores para
predecir la susceptibilidad al SPT y de explorar estrategias terapéuticas adicionales
para mejorar la reparacion vascular y prevenir esta complicacion. (205)

Nuestros resultados indican que los pacientes con SPT presentan un aumento
significativo en los niveles de CPE y CEC en comparacion con aquellos sin SPT. En el
contexto de TVP, este aumento podria reflejar una respuesta del cuerpo para intentar
reparar el dano endotelial inducido por la inflamacion y la recanalizacion del trombo.
La literatura apoya el papel de las CPE en la neovascularizacion y la recanalizacién de
los trombos. Se ha demostrado que estas células pueden secretar factores
angiogénicos y promover la restauracion del endotelio dahado, favoreciendo la
recanalizacion de las venas afectadas. Sin embargo, aunque el aumento de CPE y CEC
en nuestros pacientes con SPT sugiere una movilizacion endotelial en respuesta al dafo
cronico, el hecho de que solo alcancen niveles comparables a los de los controles sanos
y no los superen sugiere que esta movilizacion puede no ser suficiente para una
reparacion endotelial completa.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos en modelos animales y en
humanos, que han demostrado que las CPE pueden facilitar la recanalizacion
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venosa. Sin embargo, también respaldan la idea de que el dafno persistente al endotelio
y la inflamacion cronica asociada al SPT podrian interferir con la capacidad
regenerativa de estas células, limitando su eficacia en el proceso de reparacion
endotelial.

Ademas de las CPE y CEC, evaluamos la relevancia de biomarcadores solubles como
ICAM-1, VEGF, fractalkina y P-selectina en el SPT. De estos, la fractalkina mostro una
elevacion significativa en los pacientes con SPT, ademas de una fuerte correlacién con
la gravedad del sindrome medida mediante el Villalta Score. Este resultado sugiere
que la fractalkina podria no solo ser un indicador Gtil de la presencia de SPT, sino
también de su progresion y severidad.

La fractalkina es una quimioquina Unica que actlia tanto como molécula soluble como
de membrana, promoviendo la adhesion y quimiotaxis de células inmunitarias al
endotelio activado. Este proceso de adhesion y migracion de leucocitos es fundamental
en la respuesta inflamatoria, lo que hace plausible que la fractalkina contribuya a la
perpetuacion de la inflamacion créonica en el SPT. (206) La activacion endotelial
cronica y la inflamacion resultantes podrian contribuir a un ciclo de dafo y reparacion
endotelial ineficaz, en el cual la fractalkina desempefa un papel importante. Este
proceso es similar al observado en condiciones como la aterosclerosis, donde se ha
demostrado que la fractalkina esta relacionada con la inflamacion vascular crénica y
el daino endotelial progresivo. Ademas, la fractalkina y su receptor CX3CR1 estan
implicados en la movilizacidon y activacion de células inmunitarias, como monocitos y
linfocitos T, que se infiltran en el tejido venoso, exacerbando el proceso inflamatorio
en el SPT.

La P-selectina, aunque no mostré una diferencia significativa entre los pacientes con
y sin SPT, presentd niveles elevados en pacientes con SPT de mayor gravedad. Esto
sugiere que la P-selectina podria ser relevante en etapas mas avanzadas o severas del
SPT, y su elevacion puede estar mas relacionada con la activacion plaquetariay la
adhesion leucocitaria en el contexto de inflamacion aguda. Dado que la P- selectina
facilita la agregacion y activacion de plaquetas, asi como la adhesion de leucocitos al
endotelio, este biomarcador podria ser relevante en las fases tempranas de la
formacion de trombos, pero menos critico en la etapa cronica y estable del SPT.

Nuestros resultados subrayan la importancia potencial de las CPE y CEC como
biomarcadores de la respuesta reparadora en el SPT. Su movilizacién y aumento en el
contexto de dano endotelial sugieren que podrian ser utilizados no solo para predecir
la evolucion del SPT, sino también para guiar el desarrollo de terapias que mejoren la
regeneracion endotelial. Estas terapias podrian incluir estrategias que aumenten la
eficacia de la movilizacion de CPE, como la administracion de factores de crecimiento
especificos o intervenciones celulares que restauren la funcionalidad de estas
células.

La fractalkina, en particular, representa un objetivo terapéutico prometedor. La
intervencién sobre la via de la fractalkina podria reducir la inflamacién crénica y
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mejorar la funcion endotelial en pacientes con SPT. Ademas, su correlacion con la
severidad del SPT sugiere que podria ser (til como marcador para estratificar el riesgo
y guiar las decisiones clinicas en pacientes con alto riesgo de progresion del SPT.

A diferencia de la fractalkina, ICAM-1 y VEGF no mostraron diferencias significativas entre
los grupos, lo que esta en linea con estudios previos que han demostrado que estos
biomarcadores pueden ser mas relevantes en la fase aguda de la TVP y menos en la
fase créonica. Por ejemplo, estudios como el de Rabinovich et al. (110) han
encontrado que los niveles de ICAM-1 son mas altos durante las fases agudas vy
subagudas, pero no difieren en la fase cronica de la TEV. Estos datos sugieren que
la activacion endotelial en el SPT puede estar mediada mas por vias inflamatorias
como la fractalkina que por la adhesion celular generalizada, reflejada en ICAM-1.

En conclusion, este estudio proporciona evidencia de que el SPT se asocia con niveles
elevados de CPE, CEC y fractalkina, lo cual indica que estos elementos podrian jugar
un papel fundamental en la patogenia del SPT y ser (tiles como biomarcadores para la
evaluacion de su severidad. La fractalkina, en particular, se perfila como un
biomarcador relevante y un objetivo terapéutico prometedor en el SPT. Estos hallazgos
abren la puerta a futuras investigaciones que exploren la intervencion sobre las vias
endoteliales y antiinflamatorias en el tratamiento del SPT. Ademas, las CPE podrian
representar un biomarcador clinico Gtil y un nuevo objetivo terapéutico en el manejo
y prevencion del SPT, dado su papel en la reparacion endotelial. Se requiere de mas
investigacion para confirmar el valor prondstico de estos biomarcadores y para
desarrollar estrategias terapéuticas efectivas que mejoren la funcion endotelial y
reduzcan las complicaciones a largo plazo en pacientes con TVP y SPT.
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CAPITULO 6.- Marcadores endoteliales en
recurrencia TEV

6.1-Objetivo
Analizar la relacion entre los niveles de células progenitoras, CPE, CEC y
biomarcadores endoteliales con la recurrencia de la TEV.

6.2 Resultados

Datos demograficos y clinicos de pacientes con trombosis venosa profunda y
controles.

Se incluyeron 31 pacientes con TVP, de los cuales 16 presentaron episodios recurrentes
de TEV y 15 no experimentaron recurrencias. Las caracteristicas demograficas y
clinicas se muestran en la Tabla 12, donde no se observaron diferencias significativas
en la distribucion de edad y sexo entre los pacientes con TEV recurrente y aquellos sin
recurrencia. La mediana de edad en el grupo con recurrencia fue de 61 afos (RIQ: 61-
89), mientras que en el grupo sin recurrencia fue de 68 anos (RIQ: 53-87), sin
diferencias estadisticamente significativas (p=0.80). La proporcion de mujeres
respecto a hombres fue mayor en el grupo con recurrencia (3:1) en comparacion con
el grupo sin recurrencia (1.1:1), aunque esta diferencia tampoco alcanz6 significancia
estadistica (p=0.20).

Entre las condiciones predisponentes a TVP provocada, se identificaron factores de
riesgo como cancer (n=4), sindrome antifosfolipido (n=4), hospitalizacion reciente
(n=3), uso de anticonceptivos hormonales (n=2), cirugia (n=2), terapia con estrogenos,
y embarazo o puerperio (n=2). Todos los pacientes incluidos en el estudio se
encontraban bajo terapia anticoagulante: el 77% recibia warfarina, el 16%
anticoagulantes orales directos (DOAC), y el 8% enoxaparina.

Al analizar las diferencias clinicas entre ambos grupos, encontramos que los
pacientes con TEV recurrente presentaban una mayor incidencia de sindrome
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postrombotico (SPT), con un 87.5% frente al 40% en el grupo sin recurrencia, lo cual
fue estadisticamente significativo (p=0.001). No se observaron diferencias
significativas en la proporcién de TEV provocada versus no provocada ni en la
distribucion de TVP proximal o distal entre los grupos (p=0.61 y p=0.52,
respectivamente). Dada la asociacidon observada entre el SPT y la recurrencia de TVP,
se realizo un analisis multivariado. Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes
debido al bajo numero de pacientes incluidos en el estudio. Es probable que la
presencia de SPT y la recurrencia estén introduciendo un sesgo en los resultados
obtenidos.

TABLA 12. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS SEGUN RECURRENCIA

TEV recurrente TEV sin recurrencia Valor p

(n=16) (n=15)
Edad: mediana (RIQ) 61 (61-89) 68 (53-87) 0.80
Sexo (femenino:masculino) 3:1 1.1:1 0.20
Tabaquismo ,n (%) 1 (6.25) 4 (26.6) 0.10
Diabetes ,n (%) 2 (12.5) 5(33.3) 0.23
Hipertension arterial, n (%) 5 (31.3) 8 (53.3) 0.06
TVP Provocada/ No provocada 6/10 7/8 0.61
TVP Proximal/Distal 13/3 10/5 0.52
Asociacion de EP, n (%) 2 (12.5) 3 (20) 0.12
SPT, n (%) 14 (87.5) 6 (40) 0.001
Anticoagulacion 0.096
Warfarina, n (%) 11 (68.8) 12 (80)
HBPM , n(%) 0 (0) 2 (13.3)
Anticoagulantes directos ,n(%) 5(83.3) 1 (6.6)

*RIQ: rango intercuartil; TVP: trombosis venosa profunda; EP: embolia pulmonar; SPT: sindrome
post-trombdtico; HBPM: Heparina Bajo Peso Molecular; NA: no aplica.

Las células progenitoras CD34+CD45low/-, CPE y CEC estan incrementadas
pacientes con TVP recurrente

Como se muestra en la Figura 7, los pacientes con TEV recurrente tenian niveles mas altos
de células progenitoras CD34+CD45low/ - y de CPE en comparacién con aquellos sin
recurrencia. Los pacientes con recurrencia presentaron una mediana del niamero
absoluto de células progenitoras CD34+CD45low/- de 1.75 células/pL, frente a 1.24
células/pL en el grupo sin recurrencia (p=0.058). Aunque la diferencia en CPE no fue
significativa en términos relativos (porcentaje de células totales nucleadas), el
numero absoluto fue notablemente mayor en el grupo recurrente

70



(mediana: 0.71 células/pL) en comparacion con el grupo sin recurrencia (mediana:
0.080 células/pL), alcanzando significancia estadistica (p=0.031).

También se observo una tendencia hacia mayores niveles de CEC en el grupo con
TEV recurrente, con un nUmero absoluto mediano de 0.64 células/pL frente a 0.26
células/pL en el grupo sin recurrencia (p=0.064). Estos resultados sugieren que tanto
las CPE como las CEC estan incrementadas en pacientes con episodios recurrentes
de TVP, lo que podria estar relacionado con una activacion endotelial persistente
en respuesta a la inflamacion y el dano cronico de la pared vascular.

Similar a lo observado en analisis de SPT, los pacientes con recurrencia tienen valores
similares a los controles.
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FIGURA 7. NIVELES DE CELULAS PROGENITORAS Y EPC EN CONTROLES Y PACIENTES CON Y SIN
RECURRENCIA DE TEV

Los datos mostrados son la mediana y el rango intercuartil. Las barras indican el valor de p y las
diferencias significativas.

Los biomarcadores endoteliales solubles son similares en pacientes con trombosis
venosa profunda y controles.

Respecto a los biomarcadores endoteliales solubles, como ICAM-1, VEGF, fractalkina
y P-selectina, no se observaron diferencias significativas entre los pacientes con TEV
recurrente y aquellos sin recurrencia. Los niveles medianos de ICAM-1 fueron similares
entre ambos grupos (p=0.48), y aunque los niveles de fractalkina mostraron una
tendencia a ser mas altos en el grupo con recurrencia (mediana: 387.60 pg/mL) en
comparacion con el grupo sin recurrencia (mediana: 135.40 pg/mL), esta diferencia no
alcanzo significancia estadistica (p=0.059). De manera similar, los niveles de VEGF y
P-selectina no mostraron diferencias significativas entre los grupos (p=0.32 y p=0.74,
respectivamente). Tabla 13
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TABLA 13. MARCADORES ENDOTELIALES EN PACIENTES CON Y SIN RECURRENCIA

TEV sin recurrencia

TEV recurrente (n=16) Valor p
(n=15)
WBC (/mm3) (mediana (RIQ)) 6800 (5700-13700) 5650.00 (4700-10700)  0.15
. . Porcentaje células 0.03 (0.012-0.15) 0.020 (0.0040-0.082) 0.038
Células progenitoras totales nucleadas
CD34*CD45"%" (mediana
(RIQ))
NGmero absoluto(/uL)  1.75 (1.16-12.45) 1.24 (0.21-5.05) 0.058
) . Porcentaje celulas 0.012 (0.0054-0087) 0.036 (0.0011-0.030) 0.064
Células progenitoras totales nucleadas
CD34*CD45%-CD133*
(mediana (RIQ))
Numero absoluto(/uL)  1.14 (0.31-8.61) 0.23 (0.08-1.87) 0.034
Porcentaje células
0.0083 (0.0048-0.082)  0.0015 (0.00085-0.030)  0.058
totales nucleadas
CPE (mediana (RIQ))
Numero absoluto(/uL) 0.7 (0.30-5.98) 0.080 (0.05-1.80) 0.031
P taje célul
orcentaje celuras 0.014 (0.0045-0.042) 0.0046 (0.0016-0.027)  0.047
totales nucleadas
CEC (mediana (RIQ))
Numero absoluto(/uL)  0.64 (0.26-2.86) 0.26 (0.11-1.94) 0.064
ICAM-1/CD54 (ng/mL) 248.09 (188.56-635.86)  258.60 (237.14-600.70)  0.48
VEGF (pg/mL) 338.90 (99.10-757.80)  142.15 (80.85-649.90)  0.32
Fractalkina/CX3CL1 (pg/mL) 387.60 (262.00-837.90)  135.40 (73.65-647.90)  0.059
P-selectin/CD62p (ng/mL) 18.54 (16.65-38.31) 18.87 (9.92-29.80) 0.74

* WBC: white blood cells; RIQ: rango intercuartil

6.3 Discusion
Este estudio analiza las diferencias clinicas y biomarcadores endoteliales en

pacientes con TVP recurrente y no recurrente. Comparando estos hallazgos con la
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literatura existente, se explora como estos factores pueden contribuir a una mejor
comprension de los procesos subyacentes en la evolucion de la TVP hacia
complicaciones crénicas.

Los pacientes estudiados presentaron una mediana de edad superior a la reportada
en estudios mas amplios de pacientes con TVP. No se observaron diferencias
significativas en edad o sexo entre los grupos de recurrencia y no recurrencia, lo
cual es consistente con estudios que seifalan que la recurrencia de TEV no esta
necesariamente asociada a estos factores demograficos basicos. Sin embargo,
otros estudios, como el de Baglin et al. (207) sugieren que ciertos subgrupos
demograficos, especialmente los hombres y personas mayores, pueden tener un
mayor riesgo de recurrencia, algo que no se observd en nuestra muestra,
probablemente debido al tamano limitado de la misma.

Entre los factores predisponentes de TVP provocada se incluyen el cancer, el sindrome
antifosfolipido y factores relacionados con inmovilizacion o tratamientos hormonales.
En la literatura, el cancer y el sindrome antifosfolipido estan bien establecidos como
factores de riesgo significativos para la recurrencia de TVP y el desarrollo de
complicaciones a largo plazo. (201) Un metaanalisis de Prandoni et al.

(47) demostré6 que la recurrencia de TVP en pacientes con cancer es
aproximadamente 3-4 veces mayor que en pacientes sin cancer, lo que subraya la
importancia de estos factores predisponentes.

Un hallazgo notable de este estudio es la mayor prevalencia de SPT en pacientes
con TEV recurrente (87.5%) en comparacion con el grupo sin recurrencia (40%),
alcanzando significancia estadistica (p=0.001). La literatura apoya la relacion entre
recurrencia de TVP y la aparicidon de SPT. Estudios como el de Villalta et al. (69) y
Kahn et al. (72) han descrito como los episodios recurrentes de TEV incrementan el
riesgo de dafo venoso permanente y la progresion hacia el SPT. En pacientes con TEV
recurrente, el endotelio sufre un dano continuo, lo que lleva a una remodelacion
vascular anémala, disfuncion de las valvulas venosas y a un mayor riesgo de edema
cronico y fibrosis tisular, factores que son determinantes en el desarrollo del SPT.

En este estudio, los niveles de CPE y CEC fueron significativamente mayores en el grupo
con TEV recurrente en comparacion con aquellos sin recurrencia. La mediana del
namero absoluto de células progenitoras CD34+CD45low/- fue de 1.75 células/pL
en el grupo recurrente frente a 1.24 células/pL en el grupo sin recurrencia (p=0.058).
Este incremento en niveles de CPE y CEC podria ser un reflejo de una activacion
endotelial persistente y una respuesta regenerativa que se ha observado también en
estudios previos. Asahara et al. (168), quienes describieron por primera vez las CPE,
demostraron que estas células se movilizan desde la médula 6sea en respuesta a daio
vascular e inflamacion, facilitando la reendotelizacion. Por otro lado, estudios de Hill
et al. (208) y Werner et al. (163) han reportado niveles elevados de CPE y CEC en
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis y el infarto de miocardio,
sugiriendo un intento del organismo por reparar el endotelio dafiado.

En el contexto de la TVP, el incremento en CPE y CEC en pacientes con recurrencia
sugiere un intento de reparacion vascular constante, pero insuficiente, lo que podria
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contribuir a una inadecuada regeneracién endotelial y perpetuar la disfuncion
vascular. La literatura sobre TVP y CPE es limitada, aunque los estudios en modelos
animales, apoyan la idea de que la movilizacién de CPE podria estar asociada con
un estado inflamatorio crénico en la TVP recurrente.

En cuanto a los biomarcadores endoteliales solubles, no se encontraron diferencias
significativas entre los pacientes con TEV recurrente y aquellos sin recurrencia. Esto
se alinea parcialmente con estudios que sugieren que los marcadores solubles,
como ICAM-1 y P-selectina, son mas Gtiles en fases agudas de TVP y no en su fase
cronica.

La fractalkina mostré una tendencia a niveles elevados en el grupo recurrente, aunque
sin alcanzar significancia estadistica. Este resultado esta alineado con estudios sobre
enfermedades cardiovasculares crénicas, como los de Umehara et al. (191,197),
quienes encontraron que la fractalkina esta implicada en procesos inflamatorios y
remodelacion endotelial. La fractalkina, como quimiocina, podria estar asociada a un
reclutamiento constante de células inmunes y endoteliales, facilitando asi la
formacion de un entorno proinflamatorio y procoagulante en el endotelio dafado,
especialmente en el contexto de TVP recurrente.

En conclusion, este estudio apoya la idea de que la recurrencia de TEV esta
significativamente asociada con el desarrollo de SPT y que los niveles elevados de CPE
y CEC reflejan una activacion endotelial continua en pacientes con recurrencia de
TVP. Aunque los biomarcadores solubles no mostraron diferencias significativas en la
fase cronica de la TVP, estos resultados sugieren que la recurrencia podria inducir un
estado de inflamacion persistente que activa el endotelio y moviliza células
progenitoras. Estudios futuros con muestras mas grandes y un disefio prospectivo
ayudarian a clarificar el papel de estos biomarcadores en la prevencion y tratamiento
del SPT y podrian establecer un perfil de riesgo mas robusto para pacientes con TEV
recurrente.

Limitaciones del Estudio y Futuras Direcciones

Es importante senalar que, aunque los resultados muestran tendencias interesantes,
el tamano de muestra limitado limita la potencia estadistica de los hallazgos y la
capacidad de generalizar estos resultados a una poblacion mas amplia. La relacion
observada entre la recurrencia y el SPT sugiere un sesgo potencial, y se necesitarian
estudios adicionales con un mayor numero de pacientes para confirmar estas
asociaciones. Ademas, el analisis multivariado no proporcion6 resultados
concluyentes, lo que refuerza la necesidad de ampliar la muestra para evaluar el
impacto de factores adicionales.
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CAPITULO 7.- Conclusiones finales
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Este estudio aporta evidencia relevante sobre el papel de los biomarcadores
endoteliales, particularmente las poblaciones de células progenitoras, CPE, CEC y
ciertos biomarcadores solubles, en la fisiopatologia de la TVP, la recurrencia y su
progresion hacia el SPT.

Los resultados muestran una clara asociacién entre la recurrencia de TEV y la
incidencia de SPT, con un porcentaje significativamente mayor de pacientes con
TEV recurrente que desarrolla SPT en comparacion con aquellos sin recurrencia.
Estos hallazgos son consistentes con la literatura, que ha senalado que los episodios
recurrentes de TEV pueden llevar a un dano endotelial acumulativo, inflamacion
cronica y, en uGltima instancia, a una remodelacion venosa anormal que favorece
la aparicion de SPT. Esta observacion subraya la necesidad de un manejo mas
enfocado en la prevencion de recurrencias como medida para reducir la carga de
SPT en pacientes con TEV.

La poblacion celular mas adecuada para medir como biomarcador debe ser evaluada
en estudios prospectivos, pero podria ser mas clinicamente aplicable utilizar las
células progenitoras CD34+CD45low/- en su conjunto debido a su mayor cantidad
circulante, lo que podria ofrecer una mayor precision. Ademas, al medir este grupo
celular, se simplificaria el analisis y se reducirian los costos asociados a la
caracterizacion de subpoblaciones especificas. A futuro, esta estrategia podria
facilitar su implementacion en la practica clinica, permitiendo un monitoreo mas
eficiente y accesible de la actividad endotelial en pacientes con alto riesgo de
desarrollar complicaciones tromboembdlicas.

Este hallazgo plantea la posibilidad de que las células progenitoras, CPE y CEC no
solo se consideren biomarcadores del dano endotelial, sino también posibles
objetivos terapéuticos. Modificar la respuesta de estas células o mejorar su eficacia
regenerativa podria abrir nuevas vias para prevenir el desarrollo de SPT en pacientes
con TEV.

Los niveles elevados de células progenitoras, CPE y CEC en pacientes con TEV
recurrente indican una movilizacion de estas células progenitoras en respuesta al dano
endotelial persistente. La funcion de las CPE y CEC en la reparacion endotelial y la
promocion de la reendotelizacion sugiere que estos pacientes experimentan una
activacion cronica de procesos regenerativos, aunque insuficientes para restaurar
completamente la funcion venosa y prevenir complicaciones como el SPT. La literatura
apoya esta hipotesis, mostrando que las céluals progenitoras, CPE y CEC estan
involucradas en enfermedades cardiovasculares, como la aterosclerosis, donde su
movilizacion se asocia con un intento de regeneracion endotelial frente al dano
sostenido.

En contraste, los biomarcadores endoteliales solubles, como ICAM-1, VEGF y P-
selectina, no mostraron diferencias significativas entre pacientes con y sin SPT o
recurrencia de TEV en la fase cronica de la enfermedad. Este resultado sugiere que
estos biomarcadores pueden ser mas utiles en la fase aguda de la TVP, cuando
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reflejan dano y activacién endotelial inmediata, pero podrian estabilizarse en la
fase cronica. La fractalkina, sin embargo, mostré una tendencia a niveles mas altos
en pacientes con SPT, lo cual fue ademas consistente con estudios que demuestran
su papel en la inflamacion crénica y remodelacion endotelial.

La fractalkina, debido a su papel en la quimiotaxis y la adhesion célula-célula, podria
ser un biomarcador util para el seguimiento del SPT y potencialmente una diana
terapéutica. Este hallazgo abre la puerta a investigaciones futuras sobre la capacidad
de la fractalkina para predecir y monitorear la progresion del SPT y su impacto en la
inflamacion vascular crénica.

Los resultados de este estudio subrayan la importancia de las células progenitoras,
CPE, CEC y fractalkina como marcadores potenciales en la evolucion de la TVP
hacia el SPT y proporcionan una base para estudios adicionales.

Las futuras investigaciones deberian enfocarse en confirmar estos hallazgos en estudios
con mayor tamano de muestra y disefio prospectivo, lo cual permitiria analizar el papel
de estos biomarcadores a lo largo de la evolucion de la TVP y el SPT. Admas, evaluar
la intervencion en la respuesta de las CPE y CEC, bien sea mediante terapias
farmacoldgicas o enfoques bioldgicos, para potenciar su papel en la reparacion
endotelial. La modulacion de estos mecanismos podria ayudar a reducir la progresion
del SPT en pacientes con alto riesgo de recurrencia. Seria interesante explorar el
papel de la fractalkina como un biomarcador de monitoreo y diana terapéutica.
Investigar como la regulacion de fractalkina podria mitigar el proceso inflamatorio
cronico en el SPT, abriria la posibilidad de mejorar la calidad de vida de estos
pacientes mediante el control de la inflamacion vascular persistente.
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Background The postthrombotic syndrome (PTS) is a long-
term complication of deep venous thrombosis (DVT).
Increase knowledge on the PTS pathophysiology and novel
biomarkers are needed in order to predict PTS development
and to improve treatment results. The aim of this study was
to analyze novel endothelium-biomarkers for PTS in
patients with DVT out of the acute phase.

Methods A case—control study was conducted. Inclusion
criteria were symptomatic and confirmed DVT patients
treated with anticoagulants for at least 3 months. Villalta
score was performed at the time of inclusion and used to
diagnose and classify the severity of PTS. Plasma inter-
cellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), P-selectin,
fractalkine and vascular endothelial growth factor (VEGF)
were quantified using cytometric bead array. Endothelial
progenitor cells (EPCs) and circulating endothelial cells
(CEC) level were quantified by flow cytometry.

Results Thirty two patients and 61 controls were included.
PTS patients showed higher levels of CEC (0.56/ml (0.34—
1.5) vs. 0.20/ml (0.11-0.77); PU 0.04) and EPC

(0.75/ml (0.38-1.52) vs. 0.09/ml (0.05-0.82); PU0.0021)
compared to no PTS patients. Patients with PTS had
significantly higher levels of fractalkine (387.60 pg/ml
(222.30-597.90) vs. 98.00 pg/ml (82.30—193.02); PU 0.044)
than patients without PTS. Fracktalkine levels showed a
strong linear correlation with Villalta score, r U 0.86,

Introduction

Postthrombotic syndrome (PTS) is a common long-term
complication after deep vein thrombosis (DVT), and
occurs in 20% to 50% of the patients after a proximal
DVT despite treatment with anticoagulants [1-3]. PTS
comprises various grades and combinations of chronic
persistent manifestations including swelling, pain, skin
changes and venous ulcers [4].

The etiopathogenesis of PTS is not fully understood,
but it is thought to be the result of a combination of
long-standing venous hypertension and venous blood
reflux in the setting of chronic inflammation, decreased
fibrinolysis, vein obstruction, tissue remodeling, fibrosis
and endothelial activation [5-7]. It is known that
endothelial activation plays a key role in the patho-
genesis of venous thrombosis and their complications
[8,9].
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P<0.0001. No differences were observed in P-selectin,
ICAM-1 and VEGF between studied groups.

Conclusions The formation and early resolution of DVT are
characterized by inflammation and endothelial/platelet
activation. We have identified possible novel biomarkers
such as CEC, EPC and fractalkine for the development of
PTS. These results suggest a possible role of these
mediators in the maintenance and worsening of PTS turning
them into potential therapeutic targets. Blood Coagul
Fibrinolysis 34:144—151 Copyright © 2023 Wolters Kluwer
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Endothelial progenitor cells (EPCs) are immature cells
able to proliferate and differentiate into mature endothe-
lial cells (ECs). EPCs represent an heterogeneous group
of cells mobilized either from bone marrow or vascular
stem cell niches, which contributes to endothelial repair,
vascular homeostasis, neovascularization and angiogene-
sis [10-12]. Although there is growing evidence
highlighting the importance of EPCs in arterial vascular
disease, their role in venous thrombosis and their chronic
complications are less studied. However, preliminary
data in mice and in small clinical studies support the
hypothesis that EPC have a protected role in venous
thrombotic disease [13—15].

After DVT developed, endothelial cells are activated in
response to endothelial injury, and this activation results
in increased surface expression of cell adhesion mole-
cules (CAMs), such as P-selectin, inter-cellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) and vascular endothelial growth
factor (VEGF), promoting adhesion and activation of
leukocytes to the endothelium and amplifying

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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thrombosis and inflammation [16]. In addition, fractalk-
ine/C-X3-C motif chemokine ligand 1 (CX3CL1) is an
angiogenic chemokine produced by endothelial cells and
other immune cells that is probably induced by endothe-
lial activation after DVT [17]. These CAMs and chemo-
kines have been poorly studied in the context of PTS.

Increase knowledge on the PTS pathophysiology and
novel biomarkers are needed in order to predict PTS
development and improve treatment results. We hypoth-
esized that endothelial dysfunction is present in patients
after DVT and that it could predict PTS development and
severity.

The aim of this study was to analyze novel endothelium-
biomarkers for PTS (ICAM-1, P-selectin, fractalkine,
VEGF and circulating endothelial cells [CEC] and circu-
lating endothelial progenitors’ cells [EPC]) in patients
with DVT out of the acute phase.

Methods

Patients and controls

A case— control study conducted from June 2016 to June
2019 at the Haemostasis and Thrombosis Unit, Hospital de
Clinicas, Uruguay. We enrolled 32 patients and 61
controls. The inclusion criteria were patients older than 18
years who were diagnosed of confirmed symptomatic DVT
treated with anticoagulants for at least 3 months. All
episodes of DVT were confirmed by duplex ultrasonog-
raphy with the presence of an incompressible venous
segment on compression ultrasonography. Demographic
and clinical data were registered. DVT episodes were
classified as unprovoked or provoked when the episode
occurred in the presence of acquired risk factors such as
surgery, immobilization, pregnancy/puerperium, use of
oral contraceptives or associated with cancer as defined by
International Society of Thrombosis and Hemostasis (ISTH)
[18].

Villalta score (VS) was performed at the time of inclusion
and used to diagnose and classify the severity of PTS [1].
The VS evaluate five patient-related venous symptoms
(pain, cramps, heaviness, paresthesia, and pruritus) and six
clinician-assessed physical signs (pretibial edema, skin
induration, hyperpigmentation, venous ectasia, red- ness,
and pain during calf compression), which are rated on a
four-point scale: 0, none; 1, mild; 2, moderate; and 3,
severe. Points are added to produce a total score (range, 0—
33). We defined PTS when the VS is =5 or a venous
ulcer is present. PTS were classified as mild if the VS was
5-9, moderate if the VS was 10-14, and severe if the VS
was >15 or if a venous ulcer is present [1]. All patients
were examined by the same investigator, and the clinical
evaluation of PTS was performed on the same day of
blood collection.

Sixty-one healthy controls (41 women and 20 men)
without a history of venous thromboembolism (VTE)

or acute or chronic inflammatory/infection disease were
included.

Sample collection

Peripheral blood (PB) samples were collected in Ethy-
lenediaminetetraacetic acid anticoagulated tubes (3 ml)
during follow-up visits after 3 months anticoagulated
treatment. Automated PB leukocyte counts were
obtained on ABX micros 60 (Horiba, Montpellier,
France). Samples were examined by 8-colour flow cyto-
metry within 24 h from sampling.

Flow cytometry analysis of EPC and endothelial cell

1 ml of PB was incubated with 45 ml of ammonium
chloride solution for 15 min at room temperature for red
blood cells lysis. Then samples were centrifuged (400g, 5
min, room temperature) and washed by adding 2 ml of
PBS containing 1% of bovine serum albumin. Cells were
immune-stained for 15 min at room tempera- ture in the
dark with the following antibodies panel: BV450-
conjugated anti-CD3, BVA450-conjugated anti- CD19,
V500-conjugated anti-CD45, PerCP-Cy5.5-conju- gated
anti-CD34, PE-conjugated anti-CD133, PECy7-
conjugated anti-CD146, Alexa 647-conjugated anti- KDR,
APC-H7-conjugated anti-CD31 (CD133 antibody was
from Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany and all other
antibodies were from BD Pharmingen, San Diego, USA).
Optimal antibody concentrations were previously
defined by titration. Samples were washed by adding 2 ml
of PBS containing bovine serum albumin. Flow cytometry
data was collected on a FACSCanto llequipped with three
lasers (Becton—Dickinson, Oxford, UK). In each sample, 3
000 000 viable events were acquired. For data acquisition
and analysis, FACS Diva software (Becton—Dickinson) and
Infinicyt (Cytognos, Spain) were used respectively.

EPCs were defined as CD45low/—, CD34+, CD133+,
CD31+, CD146+, KDR+, CD3—, CD19— CEC as
CD45low/—, CD34+, CD133-, CD31+, CD1l46+,
KDR+, CD3—, CD19—. Gating strategy is shown in
Fig. 1. EPCs and CEC levels were quantified by dual
platform counting and the absolute number of cells was
calculated with the formula: percentage of cells (EPCs or
CEC) X WBC count/100.

Inter-cellular adhesion molecule 1, P-selectin,
fractalkine and vascular endothelial growth factor levels
ICAM-1/CD54, VEGF, fractalkine/CX3CL1 and P-
selectin/CD62p were measured in 33 controls and 18
DVT patients. Concentrations were determined by using
BD cytometric bead array (CBA) human protein flex set
(BD Biosciences, USA) following manufacturer’s instruc-
tions. Data acquisition were carried out using FACS Diva
software (Becton—Dickinson) and analysis using FCAP
Array Software v3.0 (BD Biosciences software). The limit
of detection of the BD CBA is between 5pg/ml to
5000 pg/ml.

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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EPC and CEC gating strategy. CEC, circulating endothelial cells; EPC, Endothelial progenitor cells.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 21
(Chicago, IL, USA). Descriptive statistics of qualitative
variables were expressed as percentages and quantitative
variables as median and interquartile range (IQR). The
statistical significance of the possible differences found
between the different variables was determined by using
nonparametric tests (Mann-Whitney for independent
samples). A value of P < 0.05 was considered as statisti-

cally significant.

Ethical consideration

Informed consent was obtained from patients and con-
trols enrolled in this study. The protocol was approved
by the Institutional Review Board of the Hospital de
Clinicas, Montevideo, Uruguay, in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Results

Demographics and clinical data of deep venous
thrombosis patients and controls

The main clinical and demographic features of controls
and DVT patients are shown in Table 1. No significant
differences were observed in age and sex distribution.
Thirty-two patients with provoked or unprovoked previ-
ous DVT were included. Provoked DVT were due to

cancer (n=4), antiphospholipid antibody syndrome (n
= 4), admission to hospital (n = 3), use of hormonal
contraceptive (n = 2), surgery (n = 2), estrogen therapy,
pregnancy/puerperium (n = 2), All included patients were
under anticoagulation, 77% with warfarin, 16%

with direct oral anticoagulants (DOAC) and 8% with
enoxaparin.

EPC and circulating endothelial cells are decreased in
deep venous thrombosis patients

As shown in Table 2, DVT patients had lower percentage
and levels of CD34+CD45'°%/— progenitor cells, EPC and

Table 1 Demographic and clinical features
DVT patients Controls
(n=32) (n=61) P value
Age: median (IQR) 69 (57-77) 43 (30-49) 0.32
Sex (female:male) 1.21 2:1 0.2
Time between last DVT 62 (24-118) NA
(median days (IQR))

Provoked/unprovoked DTV 17115 NA

Proximal/distal DTV 19/8 NA

Recurrent DVT 15 (47%) NA

PE associated 5 (15.6%) NA

PTS 21 (65.6%) NA

DVT, deep venous thrombosis; IQR, interquartile range; NA, not applicable; PE,
pulmonary embolism; PTS, postthrombotic syndrome.

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Table 2 Endothelium biomarkers in controls and patients
DVT patients (n = 32) Controls (n =61) P value
WBC (/mm?) (median (IQR)) 6500 (5200-7750) 6650.00 (5400-7300) 0.42
CD34+CD45"°%— progenitor
cells (median (IQR)) Percentage of TNC 0.05 (0.009-0.054) 0.032 (0.020-0.053) 0.10
Absolute number (/ml) 1.51 (0.52-2.65) 2.41 (1.39-4.05) 0.031
EPC (median (IQR)) Percentage of TNC 0.0063 (0.0014-0.019) 0.010 (0.0055-0.020) 0.049
Absolute number (/ml) 0.57 (0.07-1.21) 0.85 (0.35-1.27) 0.031
CEC (median (IQR)) Percentage of TNC 0.0076 (0.024-0.18) 0.013 (0.0080-0.026) 0.013
Absolute number (/ml) 0.38 (0.15-1.01) 1.02 (0.63-1.74) 0.001
ICAM-1/CD54 (ng/ml) 256.73 (210.78-290.13) 189.51 (165.55-285.60) 0.71
VEGF (pg/ml) 183.40 (91.70-359.42) 154.53 (71.25-194.81) 0.45
Fractalkine/CX3CL1 (pg/ml) 242.21 (88.51-428.73) 188.5 (113.05-312.62) 0.72
P-selectin/CD62p (ng/ml) 18.36 (10.65—25.09) 15.32 (13.44-18.77) 0.17

CEC, circulating endothelial cells; DVT, deep venous thrombosis; EPC, endothelial progenitor cells; ICAM-1, inter-cellular adhesion molecule 1; IQR, interquartile range;
TNC, total nucleated cells; VEGF, vascular endothelial growth factor; WBC, white blood cells.

CEC compared to controls. EPC and CEC levels de-
creased significantly by 1.5-fold and 2.5-fold respectively in
DVT patients.

Soluble endothelial biomarkers are similar in deep
venous thrombosis patients and controls

ICAM-1, VEGF, fractalkine, and P-selectin levels were
similar in DVT patients and controls (Table 2).

Demographics and clinical data of patients with and
without postthrombotic syndrome

Table 3 showed the clinical features of patients with and
without PTS. PTS were diagnosed in 21 (65.6%) DVT
patients. No significant differences were observed in age
and sex distribution between patient with or without
PTS. The median duration of follow-up after the most
recent DVT was 62 days. PTS was associated with recur-
rent DVT 66.6% vs. 9.1% in PTS and no PTS patients

respectively (P = 0.015).

Endothelial progenitor cells and circulating endothelial
cells absolute numbers were increased in
postthrombotic syndrome patients

CD34+CD45"w/— progenitor cells, EPC and CEC levels
were significantly higher in patients with PTS compared
to no PTS patients (Table 4 and Fig. 2). EPCand CEC
absolute numbers increased significantly by

Table 3 Demographic and clinical features of PTS

PTS patients No PTS patients

(n=21) (n=11) p value
Age: median (IQR) 69 (64-77) 64 (51-76) 0.2
Sex (female:male) 1.1:1 1.71 0.5
Provoked/unprovoked DTV 10/11 5/6 0.6
Proximal/distal DTV 13/4 6/4 0.49
Recurrent DVT 14 (66.6%) 1 (9.1%) 0.015
PE associated 4 (19%) 1(9.1%) 0.51
VS median (IQR) 8 (7-13) 2 (0-4)
Mild PTS 11 (50.0%) NA
Moderate PTS 7 (33.0%) NA
Severe PTS 3 (14.2%) NA

DVT, deep venous thrombosis; IQR, interquartile range; NA, not applicable; PE,
pulmonary embolism; PTS, postthrombotic syndrome; VS, Villalta score. Mild PTS:
VS 5-9; moderate PTS: VS 10-14; severe PTS: VS>15 or venous ulcer present.

approximately 8-fold and 2.5-fold, respectively in PTS
patients. Moreover, EPC and CEC levels in PTS patients
were not statistically different from controls suggesting
that PTS stimulate EPC mobilization to peripheral blood
reaching normal levels (Fig. 2a and b).

In addition, EPC and CEC levels showed a moderate
linear correlation with VS, r = 0.64 and r = 0.52, respec-
tively (Fig. 2d and e).

Fractalkine was increased in postthrombotic syndrome
patients and had a strong correlation with Villalta score
Plasma biomarkers (ICAM-1, VEGF, fractalkine, and P-
selectin) were measured in 18 DVT-patients by CBA.

Patients with PTS had a 4-fold increase in fractalkine
concentrations than patients without PTS (P = 0.044),
(Table 4 and Fig. 2). Additionally, patients with moderate
or severe PTS (VS=10) showed increased levels of
fractalkine compared to PTS patients with VS < 10,
455.5 (333.9-622.3) vs. 60.3 (25.3-262.9) respectively,

P = 0.024. Furthermore, fractalkine in PTS patients was
higher than controls suggesting that PTS induce fractalk-
ine production (Fig. 2c). Besides, fracktalkine levels shows a
strong linear correlation with VS, r = 0.86 (Fig. 2f).

There were no statistical differences regarding VEGF,
ICAM-1, and P-selectin between studied groups. How-
ever, patients with moderate or severe PTS (VS > 10)
showed increased levels of P-selectin compared to VS
<10 PTS patients (18.54 ng/ml (16.12—25.09) vs.

13.41 ng/mL (10.28-28.72), P = 0.012.

Discussion

PTS usually occurs months to years after DVT. Little is
known about factors that contribute to PTS develop-
ment. Some risk factors have been described, such as:
obesity, varicose veins, smoking, proximal thrombosis,
residual vein obstruction and recurrent DVT [19,20].
Anticoagulation therapy has already demonstrated to
prevent propagation of venous thrombi and DVT recur-
rence, but current therapies are not designed to prevent
development of PTS [20]. It is not known why some
patients develop PTS whereas others overcome DVT

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Table 4 Endothelium biomarkers in patients with and without PTS

PTS patients No PTS patients P value
WBC (/mm?3) (median (IQR)) 6800 (5500-8300) 6250.00 (4950-7100) 0.32
CD34+CD45""— progenitor cells (median (IQR)) Percentage of TNC 0.041 (0.013-0.075) 0.0092 (0.0035-0.034) 0.006
Absolute number (/ml) 1.90 (1.37- 5.03) 0.52 (0.20-2.08) 0.008
EPC (median (IQR)) Percentage of TNC 0.0089 (0.0045-0.029) 0.0013 (0.0008-0.013) 0.019
Absolute number (/ml) 0.75 (0.38-1.52) 0.09 (0.05-0.82) 0.021
CEC (median (IQR)) Percentage of TNC 0.013 (0.0047-0.28) 0.0034 (0.0015-0.014) 0.054
Absolute number (/ml) 0.56 (0.34-1.57) 0.20 (0.11-0.77) 0.049
ICAM-1/CD54 (ng/mL) 260.5 (188.56—290.90) 256.74 (210.79-391.62) 1.0
VEGF (pg/ml) 338.9 (99.10-669.9) 91.70 (70.70-184.1) 0.12
Fractalkine/CX3CL1 (pg/ml) 387.60 (222.30-597.90) 98.00 (82.30-193.02) 0.044
P-selectin/CD62p (ng/ml) 18.54 (16.12-25.09) 13.41 (10.28-28.72) 0.65

CEC, circulating endothelial cells; DVT, deep venous thrombosis; EPC, endothelial progenitor cells; ICAM-1, inter-cellular adhesion molecule 1; IQR, interquartile range;
PTS, postthrombotic syndrome; TNC, total nucleated cells; WBC, white blood cells.

without sequelae. Therefore, novels biomarkers and
treatment strategies are needed in this clinical scenario.

ECs are essential regulators of thrombus resolution [21].
They regulate extravasation and activation of leukocytes,
regulate fibrinolysis, reendothelialization of the damaged
vein, form neovascular channels and modulate fibrosis.
While these cells accelerate thrombus resolution, their
reduction and dysfunction may have detrimental effects
on resolution of DVT [13,21].

In this case—control study, we aimed to evaluate the
association between PTS and endothelium biomarkers
selected according to potential pathways involved in the
pathophysiology of PTS.

We investigated levels of CD34+CD45"°%/— progenitor
cells, EPC, CEC and soluble endothelial biomarkers
such as ICAM-1, VEGF, fractalkine, and P-selectin in
DVT patients and controls. We have found that all
CD34+CD45"%/- progenitor cells populations were de-
creased and both EPC and CEC subpopulations were
significantly decreased in VTE patients out of the acute
phase compare to controls.

CECs are involved in inflammatory, procoagulantand
immune processes of the vascular compartment, in
equilibrium with vessel endothelial cells. They can be
released from the vascular wall (mature CEC) or differ-
entiated from EPC [22]. EPC are mobilized from the
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(a—c) EPC, CEC, and fractalkine levels in controls and patients with and without PTS. Data shown are median and IQR. Bars indicates P value and
significant differences. (d—f) Linear correlations between the VS and EPC, CEC, and fractalkine. Pearson r and P value are shown. CEC, circulating
endothelial cells; EPC, endothelial progenitor cells; IQR, interquartile range; PTS, postthrombotic syndrome; VS, Villalta score.
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bone marrow in response to stimuli such as ischemia and/
or inflammation. They have proliferative and angiogenic
potential and have been implicated in endothelial repair
[23]. There are several evidence showing that CEC levels
are increased in cardiovascular diseases and correlate with
endothelial dysfunction and inflammatory markers such
as C-reactive protein [25,26]. On the other hand, litera-
ture shows an inverse correlation between the number of
EPC and the presence of atherosclerosis and cardiovas-
cular dysfunction in human subjects [25-28]. Although
there is growing evidence demonstrating the role of EPC
and CEC in arterial disease, data in DVT is limited to
animal studies and small clinical studies [14,24]. Alessio
MA et al. [24] have reported that DVT patients in the
acute and chronic phase presented higher CEC levels
than healthy controls. Levels in the acute phase were
higher than in the chronic phase. The differences in our
results may be due to CEC was measured in a different
moment of the disease process and also because our DVT
patients’ samples were different (long time since last
DVT, high incidence of PTS and recurrence). We pro-
pose that during the acute phase of DVT CEC is higher
due to endothelial damage and inflammation and later, in
the chronic phase, it decreases reaching lower levels than
in healthy controls. EPC levels in DVT have been scarcely
studied. Our results are in agreement with data reported
in cardiovascular pathologies, with decreased levels of
EPC in chronic phase of DVT [26]. The EXACT
randomized controlled trial is the larger studied evaluat-
ing EPC levels in DVT patients (n = 281 DVT patients)
and found that lower EPC levels were associated with
venous thrombosis recurrence. They did not study a
control group to compare EPC levels in DVT and healthy
individuals. After acute phase of DVT, an impaired
mobilization or depletion of EPC could exist contributing
to endothelial dysfunction and impairing thrombus re-
canalization. In addition, Alvarado-Moreno et al. [29]
found a dysfunctional state in EPC from DVT patients
resembling some characteristics of dysfunctional endo-
thelial cells.

Due to the known role of endothelial cells and EPC in
organization and thrombi recanalization, we focused our
investigation in the association between endothelial bio-
markers and PTS. To the best of our knowledge, this is
the first report showing an association between CEC and
EPC levels with PTS. PTS patients had higher levels of
CEC and EPC than those without PTS but, just reached
similar levels than controls. We also found, a moderate
correlation between EPC, CEC, and VS levels showing
that the greater the severity of the PTS was, the higher
levels of CEC and EPC founded.

The increased CEC and EPC count in PTS may reveal
endothelial damage triggered by PTS inflammation-in-
duction. Several studies showed the role of EPCin the
venous postthrombotic process [13,14,29-31]. EPCs can
drive thrombus recanalization by secretion of vasoactive

and angiogenic factors, restoring damaged endothelium,
enhancing neovascularization, and promoting vein recan-
alization [14,31,32]. There is growing literature highlight-
ing the role and value of EPCs in arterial disease [26,33].
However, data in VTE is limited to animal and small
observational human studies. We hypothesized that
thrombotic events with impaired venous repair leading
to PTS formation and chronic vein inflammation stimu- late
bone marrow EPC mobilization. In this study, we
showed that an increase in EPC may not be enough for
endothelium restoration since it only reached normal
levels and there was not an increase as would be
expected. If confirmed, this could be a valuable prognos- tic
factor and could also have the potential of being a VTE
treatment and PTS prevention strategy target in the near
future. Since the discovery of EPC by Asahara et al.

[34] an increasing number of preclinical and clinical
studies in vascular regenerative applications have been
conducted. Many diseases have been investigated includ-
ing: stroke, ischemic heart disease, myocardial infarction,
peripheral vascular disease, pulmonary arterial hyperten-
sion, leg ulcer, erectile dysfunction, metabolic disease,
liver cirrhosis, and others [35]. In animal models of DVT,
transplantation of bone marrow-derived EPCs resulted in
reduced thrombus size and increased neovascularization
in the specimens [36]. Meng et al. [37] have demonstrated
that VEGF transfected EPCs caused accelerated organi-
zation and recanalization of vein thrombus after trans-
plantation in a rat model. Jun-Jian Tang et al. [38] have
published that VEGF transfected EPCs led to faster repair
of the postthrombotic tunica intima than wild-type EPCs.
Santo et al. [39] injected EPC intravenously to reach
venous thrombus and showed that this could enhance
thrombus neovascularization and substantially increase
intra-thrombus blood flow. EPCs were used in clinical
trials as direct injections in ischemic tissue in
different approaches: cultured EPC, enriched population of
EPC cells such as sorted CD133+ or CD34+ cells, PB, or
bone marrow mononuclear isolated cells and others. In
myocardial infarction EPCs-capture stents have also been
used [35,40]. We have recently published that plerixafor in
combination with G-CSF determine the mobilization
and collection of large amounts of EPCs along with
CD34+ cells allowing to store these cells without the
need of in vitro expansion [41]. In addition, treatment
with plerixafor could be a safe strategy to increased EPC
mobilization in PTS patients.

Moreover, we evaluated an association in soluble endo-
thelial biomarkers such as ICAM-1, VEGF, fractalkine,
and P-selectin and PTS. We found that fractalkine levels
were increased in PTS patients and had a strong linear
correlation with VS showing that the greater the severity of
the PTS, the higher levels of fractalkine.

Inflammation and endothelial dysfunction are key pro-
cesses involved in PTS, and they are closely related. The
involvement of inflammation in the development of PTS
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is supported by the observation that VTE patients with PTS
have higher circulating levels of the inflammatory markers
such as interleukin 6 (IL-6) and C-reactive protein
compared to patients without PTS [42]. Vein wall and
valves are damaged in the thrombotic episode, as a
consequence of the inflammatory process in response to
thrombus organization and vein recanalization [7].
Therefore, pro-inflammatory cytokines induces endothe-
lial cell expression of cell adhesion molecules (CAMs)
and their soluble forms in order to promote the adhesion
of leukocytes to the endothelium and their transmigra- tion
[7]. The migration of leukocytes from circulation to sites of
extravascular injury is mediated through a se- quential
cascade of leukocyte— endothelial cell adhesive interactions
that involve many CAMs present on leuko- cytes and
endothelial cells [43]. Fractalkine is a unique member of the
CX3C family that is present both as a soluble form and as a
membrane-bound form on the surface of inflamed
endothelium, promoting chemotaxis and cell- cell
adhesion. Although, fractalkine levels have been recently
associated with atherosclerosis and various clinical
diseases, its role in PTS is yet unknown [44,45].
Fractalkine is expressed on activated endothelial cells,
and its receptor, CX3CR1, is expressed on CD8+ T cells,
natural killer cells and monocytes. There are accumulat-
ing evidence that fractalkine is expressed on endothelial
cells during glomerulonephritis and cardiac allograft re-
jection, as well as on cardiac endothelial cells activated by
pro-inflammatory cytokines, providing insight into the
pathogenesis of vascular injury [17]. We hypothesized
that inflammation and endothelial dysfunction involved
in PTS stimulate fractalkine secretion which perpetuates
the inflammatory process in PTS. Furio E et al. [46] have
recently studied the impact of CX3CR1/CX3CL1 axis in
DVT-associated endothelial dysfunction. They per-
formed a case-control study with 22 patients and found
that patients with DVT had increased plasma levels of
fractalkine. We did not find increased fractalkine levels in
DVT compared to controls, probably because patients’
features included in our study were different. As far as we
know, our study is the first report showing an association
between fractalkine levels and PTS in humans. Conse-
quently, we consider that it is not only a useful PTS
biomarker but also a potential target for therapeutic
intervention.

We did not find association between ICAM-1, VEGF, and P-
selectin with PTS in our study. Rabinovich et al. [47]
have published a systematic review studying the role of
inflammatory biomarkers in PTS. ICAM-1 was associated
with PTS in studies that measured it during the acute and
subacute phases of DVT. However, similar with our find-
ings, when ICAM-1 was measured months after DVT,
median levels were similar in patients with and without
PTS. Rabinovich et al. [47] also evaluated P-selectin in
PTS and no significant association were found. To date,
there are no data linking VEGF with PTS in the literature.

Finally, some limitations of our study should be noted.
We were only able to enroll a modest sample size with
patients under anticoagulation and with high percentage
of recurrent DVT. Prospectively studies are mandatory to
verify our results.

In conclusion, our findings showed that PTS patients
exhibit increased levels of CEC, EPC and fractalkine
suggesting it could play a role in the pathogenesis of PTS.
We postulate that fractalkine may be a novel predictor
PTS biomarker that deserves to be confirmed in a pro-
spective study. In addition, EPC may be a potential
clinical biomarker and a novel target for research on
DVT and PTS prophylaxis and treatment.
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