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Asociacion de la RPCA con mutaciones Leiden
y Cambridge del factor V de la coagulacion en
pacientes mexicanos con trombofilia primaria
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Resumen

Introduccion: Las mutaciones Leiden y Cambridge del
factor V de la coagulacion y la resistencia a la proteina
C activada (RPCA) son alteraciones que se relacionan
con trombosis venosa y arterial. En este trabajo se anali-
z6 si la RPCA esta asociada con las mutaciones Leiden y
Cambridge, y la frecuencia de éstas en poblacién mestiza
mexicana.

Material y métodos: Se incluyeron 150 pacientes mexi-
canos con trombofilia primaria y 100 sujetos sanos. Se
determin6 la RPCA empleando método comercial y los
genotipos factor V Leiden y factor V Cambridge mediante
PCR-RFLPs.

Resultados: La RPCA fue positiva en cuatro pacientes
y en un individuo control; sin embargo, no se encontr6 la
mutacion Leiden o Cambridge en la poblacion estudiada,
por lo que la RPCA no se correlacion6 con ninguna de las
mutaciones investigadas.

Conclusiones: Los resultados indican que existen otras
causas primarias o secundarias diferentes a las analiza-
das, que condicionan la RPCA. Ademas, la frecuencia
obtenida para la RPCA en nuestra poblacion trombofilica
mestiza mexicana fue menor comparada con la obtenida
en poblacion caucasica, quiza por tratarse de poblaciones
genéticamente diferentes.

Palabras clave: Factor V Cambridge, factor V Leiden,
trombofilia.

Summary

Background: Leiden and Cambridge factor V coagulation
mutations and activated protein C resistance (APCR) are
alterations related with vein and artery thrombosis. In this
study we aimed to determine whether APCR is associated
with the presence of Leiden and Cambridge mutation and
the frequency of these mutations in the racially mestizo
Mexican population.

Methods: We included 150 Mexican patients with primary
thrombophilia and 100 healthy subjects in this study. APCR
was determined using commercial methods and genotypes
FV Leiden and FV Cambridge with PCR-RFLPs.

Results: APCR was positive in four patients and in one
control individual; however, there was no presence of Lei-
den or Cambridge mutation in the studied group; thus,
APCR was not correlated with the presence of any of the
studied mutations.

Conclusions: These results indicate that there are other
primary or secondary causes different from those stu-
died, which condition the presence of APCR. Furthermo-
re, the frequency obtained for APCR in our thrombophilic
population of racially mixed Mexicans is lower compa-
red to that obtained in the Caucasian population, most
probably because they are genetically different popula-
tions.

Key words: Factor V Cambridge, factor V Leiden, throm-
bophilia.
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Introduccion

La proteina C es una glucoproteina dependiente de la vita-
mina K, que se sintetiza en el higado y es clave en la via de
la anticoagulacion natural, que regula la actividad procoa-
gulante del factor Va'y Vllla (a: activado). La proteina C se
activa cuando la trombina se une a la trombomodulina en la
pared endotelial. La proteina C activada (PCa) junto con su
cofactor, la proteina S libre, degrada proteoliticamente los
factores Va y VlIlla, controlando de esta manera la potente
accion procoagulante de estos factores.!*

El factor V tiene la capacidad dual de participar como
cofactor procoagulante (cuando se activa) o anticoagulante
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(cuando no esta activado y se une a la PCa).” El gen que
codifica para el factor V (de 80 kD y contiene 25 exones) se
localiza en 1q21-q25. La proteina codificada tiene un peso
de 330 kD, su concentracion en el plasma es de aproximada-
mente 20 nmol/l y consta de los dominios A1-A2-B-A3-C1-
C2, que al ser activada por la trombina, o factor X activado,
libera al polipéptido B. El factor V es degradado por la PCa
mediante la protedlisis secuencial de tres sitios en su cadena
pesada: arginina 506 (R506), arginina 306 (R306) y argini-
na 679 (R679), limitando la generacion de trombina.** La
ruptura del enlace en la Arg-506 es necesaria para la expo-
sicion de los otros dos sitios, dando a la PCa mayor eficacia
en todo el proceso.3’

En 1993, Dahlbick y colaboradores describieron que en
algunos pacientes, la PCa era incapaz de prolongar in vitro
el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), como
habria de esperarse; sin embargo, el plasma de estos pacien-
tes era resistente a la accion de la PCa.? Bertina y colabo-
radores, en 1994,'° describieron que en el gen del factor V,
el nucledtido guanina en la posicion 1691 del exédn 10, es
sustituido por una adenina (G1691A); esta mutacion induce
un nuevo coddn que cambia la R en la posicion 506 por una
glutamina (Q), y como consecuencia una pérdida en la accion
proteolitica de PCa, porque al perderse el primer punto de
ruptura se rompen con mucha menor eficacia los restantes,
lo que se ha denominado resistencia a la proteina C activada
(RPCA). Esta mutacion fue denominada como factor V Lei-
den. En 1998, Williamson y colaboradores!' describieron otra
mutacion en la secuencia del gen del factor V, en la que una
citosina sustituye a una guanina en la posicion 1091 del exon
7 (G1019C), originando un cambio de arginina por treonina
en la posicion 306 de la proteina, produciendo una alteracion
en el segundo punto de corte para la PCa, generando también
resistencia, mutacion a la que se le denomind Cambridge.

Sin embargo, estas mutaciones no afectan la activacion
procoagulante normal del factor V, porque la accion de la
trombina sobre éste es en R709, R1018 y R1545.12 La prue-
ba mas directa para identificar estas mutaciones es el anali-
sis genético, que incluye la utilizaciéon del ADN gendémico
como molde para la amplificacion del fragmento del gen del
factor V que contiene estas mutaciones. Se puede detectar
la presencia o ausencia de las mutaciones mediante analisis
con enzimas de restriccion, uso de sondas aleloespecificas,
PCR en tiempo real o secuenciacion directa del fragmento
de PCR amplificado.' Se sabe que estas alteraciones causan
tromboembolismo venoso y también se ha demostrado que
estan relacionadas con trombosis arterial.!*

El objetivo de este trabajo fue determinar si la RPCA esta
asociada con las mutaciones Leiden y Cambridge del factor
V de la coagulacion, asi como si la frecuencia de estas mu-
taciones y la RPCA en la poblacion mestiza mexicana son
diferentes a lo informado en la poblacion caucasica.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, en el cual
se incluyeron 150 pacientes mexicanos, de padres y abue-
los mexicanos, con diagnostico de trombofilia primaria
que acudieron a los servicios de hematologia del Hos-
pital General Regional 1, Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), del Centro Médico Nacional La Raza, del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS; Hospital
General de México e Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia. También se incluyeron 100 sujetos sanos
para validar el estudio, los cuales se obtuvieron del Ban-
co Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo
XXI.

RPCA: método coagulométrico

A partir de plasma citratado de muestras de pacientes e in-
dividuos sanos se determiné la RPCA empleando el equipo
comercial STA®-Staclot® APCR (Roche Diagnostics). Esta
prueba se realizé en un equipo automatizado STA Compact
(Roche). Los valores normales para la metodologia utiliza-
da fueron mas de 120 segundos.

Estudio molecular

La determinacién de los genotipos de las mutaciones (fac-
tor V Leiden y factor V Cambridge) se realizd6 median-
te PCR-RFLPs. A partir de sangre periférica se obtuvo
ADN" y se realizo PCR bajo las siguientes condiciones:
100 ng de ADN genomico fueron amplificados utilizando
1.25 U Taq ADN polimerasa manufacturada por Roche,
MgCl, 1.5 mM, regulador 1X, dNTP’s 0.1 mM, 0.06 uM
de cada iniciador correspondiente, agua en un volumen fi-
nal de 50 pl. Las condiciones de amplificaciones para la
mutacién Leiden fueron 35 ciclos de un minuto a 95 °C,
un minuto a 60 °C, un minuto a 72 °C, con una desnatura-
lizacién inicial de cinco minutos a 95 °C, y una extension
final de 90 segundos a 72 °C;'® para la mutacién Cambrid-
ge fueron 35 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 1.30 minutos a
53° C, con una desnaturalizacion inicial de cinco minutos
a 94 °C y una extension final de 90 segundos a 74 °C.!"' Las
amplificaciones se realizaron con un blanco sin ADN. El
analisis de RFLPs se realizo con la enzima de restriccion
Hind III 5U, dos horas a 37 °C para la mutacion Leiden's
y la enzima de restriccion BstO I durante toda la noche a
60 °C para la mutacion Cambridge,' revelandose median-
te electroforesis en geles de agarosa a 1.5 %, tefiidos con
bromuro de etidio.
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Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de
las mutaciones: factor VLeiden TTTCTTTCAGGCAG-
GAACAACACCAGAATC y GGTTACTTCAAGGA-
CAAAATACCTGTAAAGCT;! factor V Cambridge
TGTCTTTCTGTCCTAAC y ACCCGTTTCCAAGT-
TCT.!"! De acuerdo con los patrones de bandas encontrados
con las enzimas de restriccion, cada paciente se clasifico en
uno de los grupos descritos en el cuadro I.

Analisis estadistico

Se obtuvieron medidas de tendencia central y de dispersion.
La comparacion de proporciones entre los grupos se llevo
a cabo con la prueba de 2 Para comparar las variables
cuantitativas del grupo de estudio y el control y de acuerdo
con la distribucion de los datos se utilizé la prueba de U de
Mann-Whitney. Las pruebas se consideraron significativas
cuando se obtuvo p < 0.05. Se utilizé el programa SPSS
version 14.0.

Bioética

Los pacientes y testigos sanos fueron informados del objetivo
del estudio y firmaron una hoja de consentimiento informado.
Este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
del Hospital General de México, Secretaria de Salud y de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politéc-
nico Nacional, conforme a los lineamientos de la declaracion
de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, y la Organiza-
ciéon Mundial de la Salud, modificada en Tokio, Japon.

Cuadro I. Clasificacion de los pacientes de acuerdo
con los patrones de bandas encontrados con las
enzimas de restriccion

Factor V Factor V

Grupo Leiden (pb) Cambridge (pb)
Homocigoto normal 247 162
66
Heterocigoto 247 228
215 162
66
Homocigoto mutado 215 228

Los patrones de bandas se obtienen mediante laenzima
Hind 1ll, la cual no corta en individuos homocigotos
normales para el factor V Leiden y con la enzima BstO
I, que corta en individuos normales para el factor V
Cambridge, y se observan al realizar electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 %.

Resultados

Se estudiaron 150 pacientes con diagndstico de trombofilia
primaria (78.7 % con trombosis venosa y 21.3 % con trom-
bosis arterial), seleccionados de acuerdo con los criterios
establecidos por la Sociedad Internacional de Hemostasia
y Trombosis y 100 sujetos sin diagnostico de trombofilia
(grupo control), cuyas caracteristicas se muestran en el cua-
dro 1II.

La RPCA positiva se encontré en cuatro pacientes y en
un control (cuadro III). Las caracteristicas clinicas de estos
pacientes se describen en el cuadro IV. El rango de edad
fue 28 a 30 afios, un hombre y tres mujeres, con uno y tres
eventos tromboticos, con predominio de trombosis venosa
en los miembros pélvicos y cerebral.

La figura 1 muestra un gel de agarosa al 1.5 % con di-
ferentes productos de PCR-RFLPs para la mutacion Lei-
den (A) y para la mutacion Cambridge del factor V (B). Se
muestra un control positivo para cada mutacion; sin embar-
go, en la poblacion estudiada ninguno de los individuos de
los dos grupos la presento.

Cuadro Il. Datos clinicos de los individuos estudiados

Casos Controles

n 150 100
Edad 31.5+135 31.5+135
promedio (afios)
Sexo

Mujeres 97 (65 %) 54 (54 %)

Hombres 53 (35 %) 46 (46 %)
Localizacibn de la  Venosa 118 (78.7 %) -
trombosis Arterial 32 (21.3 %)
TVP
Miembros pélvicos 55
Mesentérica 4
EVC 39 -
EVC + miembros 1
pélvicos
TVP + TEP 19
Trombosis arterial
EVC 30 -
IAM 2

Evidentemente los controles no presentaron trombosis,
en tanto que los casos tuvieron principalmente
trombosis venosa, y las regiones mas afectadas fueron
los miembros pélvicos y el cerebro. TVP = trombosis
venosa profunda, EVC = evento vascular cerebral,
TEP = tromboembolia pulmonar, IAM = infarto agudo
de miocardio.
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Cuadro lll. Resultados obtenidos con RPCA

Pacientes Individuos sanos
Anormal  Normal % Total Anormal  Normal % Total p*
RPCA 4 146 2.7 150 1 99 1 100 0.001

*U de Mann-Whitney.

Como era de esperar, la RPCA fue anormal en algunos pacientes (cuatro); sin embargo, también fue anormal en
un control sano, hecho que puede no estar relacionado con factores primarios sino con factores ambientales.

Discusion

La expresion fenotipica de las mutaciones Leiden y Cam-
bridge del factor V es la RPCA, como lo describieron Dahl-
biack y colaboradores® y Williamson y colaboradores,!!
condiciona que esta proteina sea incapaz de proteolizar al
factor V e inactivarlo para evitar la formaciéon de trombos.
En el presente estudio se obtuvo una frecuencia para RPCA
de 2.7 % (4/150) en los pacientes y de 1 % (1/100) en los
controles sanos (cuadros IV y V). Estos resultados son si-
milares a los informados por Lillicrap y colaboradores!’” en
poblacion canadiense (2 %); sin embargo, en los estudios
de Ruiz Argiielles y colaboradores,'® en poblacion mesti-
za mexicana como la nuestra, se informa que 24 % de un
total de 46 pacientes tenia RPCA positiva, lo cual difiere
importantemente de nuestros resultados (cuadro V). Majluf
y colaboradores, en 2008," obtuvieron una frecuencia de
0.85 % (32/3745) en poblaciones mucho mayores de mes-
tizos mexicanos y 0 % (0/600) de indigenas mexicanos,
ambas poblaciones incluyeron sélo individuos sanos. Por
otro lado, Kraus y colaboradores? informan una frecuencia
de 20 % en poblacion caucésica, lo cual difiere tanto de la
nuestra como de la canadiense (p < 0.001).

En nuestro analisis, la RPCA no se debi6 a la mutacién
del factor V Leiden ni la de Cambridge. Ruiz Argiielles y
colaboradores'® encontraron la mutacion Leiden con una

frecuencia de 11 % en pacientes trombofilicos de Puebla
(México), cifra mayor a la sefialada en la poblacion cau-
casica. Para esta misma mutacion, en estudios realizados
en poblacion latina (chilenos), Palomo y colaboradores?!
indican frecuencias en pacientes con trombosis de 5.4 y
1.3 % en controles sanos. Genoud y colaboradores,* en
argentinos, en 2.9 % de controles sanos encontraron la
mutacioén heterocigota y no la homocigota. Estudios en
poblacion china? no mostraron la mutacion Leiden en
ninguno de los individuos investigados, resultados se-
mejantes a los obtenidos en nuestra investigacion. Otros
analisis muestran situaciones similares o muy disimiles a
las nuestras*-*¢ (cuadro V).

Respecto a la mutacion Cambridge, una mutacion rela-
tivamente rara,”’ en nuestra poblacion no se encontrd; Wi-
lliamson y colaboradores,'" en poblacion inglesa, donde se
describid esta mutacion por primera vez, la registraron en un
paciente entre 602 (0.16 %). Yanqing, en poblacion china,*
menciona que de 346 pacientes, dos presentaron la mutacion
en forma heterocigota, no encontrandose en 140 controles sa-
nos. En poblacion serbia?” tampoco se identifico.

Los resultados obtenidos en las diferentes poblaciones
respecto a los nuestros, RPCA, mutaciones Leiden y Cam-
bridge del factor V fueron diferentes muy probablemente
por tratarse de poblaciones genéticamente diferentes®*
(cuadro V).

Cuadro IV. Tipo de evento trombdético y su localizacién en los pacientes con RPCA anormal

Nam. Valores de Edad NUm. eventos Tipo de Localizacion del
Prueba pacientes RPCA (afos) Sexo tromboticos trombosis trombo
RPCA 4 86.6 30 F 3 Venosa TVPMPI-TC
85.9 28 F 1 Venosa TVPMPD
91.3 29 M 1 Venosa TVPMPI
87.6 28 F 1 Venosa TVPMPD

Se ha descrito que el tipo de trombosis que principalmente esta asociado con la RPCA es el venoso y afecta
a hombres y mujeres, hecho confirmado en nuestros pacientes. TVPMPI = trombosis venosa profunda de
miembro pélvico izquierdo, TC = trombosis cerebral, TVPMPD = trombosis venosa profunda de miembro pélvico

derecho.
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Figura 1. Determinacion de las mutaciones mediante PCR-FRLPs. A) Factor V Leiden. 1y 2, sujeto sano y paciente sin la
mutacion; 3, control positivo para esta mutacion; bandas de 247 y 215 pb correspondientes al patron de corte con Hind IlI
(heterocigoto). B) Factor V Cambridge. 1, control positivo para la mutacion (heterocigoto); 2, sujeto sano; 3, control positivo
(homocigoto); bandas de 66 y 162 pb corresponden al patrén de corte con la enzima BstO | (heterocigoto). PM = marcador de
peso, pb = pares de bases. Gel de agarosa a 1.5 %.

Es evidente que la presencia genotipica de mutaciones heterogéneas y existen diversos tipos de mestizos mexica-
polimoérficas es muy distinta en las diversas poblaciones, nos, por lo que es importante realizar estudios tomando en
incluso en poblaciones aparentemente iguales, por ejemplo cuenta que los individuos que conforman la poblacion de
mestizos mexicanos, debido a que muestran poblaciones estudio sean genéticamente similares.

Cuadro V. Frecuencias obtenidas para RPCA, FVLy FVC en diferentes poblaciones

Autor y colaboradores Individuos Poblacion FVL FvC RPCA

P CS P CS P CSs P CS
Zavala-Hernandez 150 100 Mexicanos 0 0 0 0 2.7 1
Ruiz-Arguellest® 46 - Mexicanos 11 - - - 24 -
Majluft® - 4345 Mexicanos - - - - - 1.7
Lillicrap®” * * Canadienses - - - - 2 -
Kraus? * * Caucasicos - - - - 20 -
Palomo* 149 160 Chilenos 5.4 1.3 - - - -
Genoud? - 418 Argentinos - 2.9 - - - -
Yanging?® 346 140 Chinos 0 0 0.57 0 - -
Eid?* 594 - Jordanos 25.7 - - - - -
Ahmed* 68 25 Hindles 7.3 0 - - - -
Akar? 136 113 Turcos 29.4 7 - - - -
Hessner? 192 - Caucasicos 1.8 - - - - -
Djordjevic?” 175 120 Serbios 29.9 5.8 0 0 - -
Rosendaal?®® 471 474 Holandeses 23 2.9 - - - -
Juul?® 9253 - Daneses 7.49 - - - - -
Alvarez® 64 103 Espafioles 14.11 0.97 - - - -
Williamsom?* 602 - Ingleses - - 0.16 - - -

FVL = factor V Leiden, FVC = factor V Cambridge, - sin datos. *datos no reportados, P = pacientes, CS = controles
sanos.
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Conclusiones

No se encontraron las mutaciones Leiden ni Cambridge del
factor V de la coagulacion en la poblacion estudiada y, por
consiguiente, la RPCA no correlacion6 con estas mutacio-
nes; esto confirma que existen otras causas primarias o se-
cundarias que condicionan RPCA positiva. La frecuencia
obtenida para la RPCA en nuestra poblacidon trombofilica
mestiza mexicana fue menor comparada con la obtenida en
poblacion caucasica.
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