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RESISTENCIA A LA PROTEÍNA C ACTIVADA: UNA NUEVA CONDICIÓN
TROMBOFÍLICA

RESUMEN:

En los últimos tres años han ocurrido avances notables en el esclarecimiento

de las causas de la trombofilia. Hasta hace poco los estudios de laboratorio en

pacientes con trombofilia familiar permitían esclarecer la causa sólo en el 5-10%

de los casos, en los que se identifican deficiencia de proteína C de coagulación,

de proteína S de coagulación, de antitrombina III, etc. La reciente identificación

de la resistencia a la proteína C activada (RPCa) ha cambiado este panorama: El

50% de los pacientes con trombofilia familiar tienen el genotipo de la RPCa, que

supone la mutación del nucleótido G por A en la posición 1691 del gen del

factor V, lo que produce la mutación R-506-Q (tipo Leiden) del factor V. Esta

mutación, que codifica la síntesis de un factor V con actividad procoagulante

normal pero "resistente" a la acción lítica de la proteína C activada, ocurre hasta

en el 15% de la población general y es actualmente el defecto genético

relacionado con enfermedad más frecuente de todos. El fenotipo de la RPCa se

estudia en el laboratorio por medio de una modificación de la medición del

tiempo de tromboplastina parcial activada y puede presentarse en pacientes

con el genotipo de la RPCa o ser secundario a enfermedades autoinmunes,

hepatopatías, empleo de anovulatorios, embarazo, etc. El estudio de todo

paciente con trombofilia debe incluir la investigación del fenotipo y en su caso,

el genotipo de la RPCa. Este estudio, junto con las investigaciones de las

actividades antigénica y procoagulante de las proteínas C, S y antitrombina III,

permiten esclarecer la causa de la trombofilia familiar en 60-70% de los casos.
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TROMBOFILIA:

El término de trombofilia fue usado por primera vez en 1965 por Egeberg para

designar a una enfermedad asociada a trombosis venosa; se refería entonces

específicamente a la deficiencia familiar de antitrombina III (1). Desde entonces,

el término se ha usado para referirse a diversas condiciones, adquiridas o

heredadas, en las que hay riesgo de trombosis arterial o venosa. El antónimo de

trombofilia es hemofilia, término de uso común que agrupa a diversos

padecimientos en los que hay riesgo de sangrado. Trombofilia es un término

correcto que incluye a varios padecimientos que se han descrito como

situaciones de hipercoagulabilidad o estados pre-trombóticos (2). Los

padecimientos trombóticos son responsables de más de la mitad de los

fallecimientos de los miembros de sociedades desarrolladas y los estados de

trombofilia suponen un desequilibrio entre las actividades de los mecanismos

pro-coagulantes y anticoagulantes naturales. Existen varias anormalidades que

pueden condicionar un estado de trombofilia: por un lado puede haber

hipercoagulabilidad debida a aumento en el número y/o función de las

plaquetas; a incremento en ios niveles o actividad de algunos de los factores

procoagulantes y a disminución en la actividad de los inhibidores fisiológicos

de la coagulación, ya sea por falta del inhibidor o por disminución de su

activación (2) y por otro lado, la hipofibrinolisis puede ser debida a disminución

de la activación del plasminógeno, a incremento en los inhibidores de la

fibrinolisis o a capacidad disminuida de lisis de la fibrina (2). Se reconocen dos

tipos de trombofilia, la primaria o heredada y la secundaria (2,3). Dentro de los

estados de trombofilia primaria o heredada, los mencionados con mayor

frecuencia antes de febrero de 1993 eran las deficiencias de proteína C de la

coagulación (PC) 2, 4; de proteína S (PS) 2, 4 y de antitrombina III (At-lli) 2, 3. La

PC es una serpina ("serin-protease-inhibitor") que al activarse por el complejo
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trombina/trombomodulina en la superficie de la célula endotelial, inactiva los

factores Va y Villa y depende para su síntesis hepática de vitamina K. La

deficiencia se transmite con carácter autosómico dominante y el gen que

codifica su síntesis se localiza en el cromosoma 2. La deficiencia de PC puede

ser tanto antigénica como funcional (tipo I), o sólo funcional (tipo II). La

proporción de sujetos heterocigotos para la deficiencia es del orden de 0.1 a

0.3% de la población general; en ellos los niveles de PC son menores del 60%

del valor normal (2, 3). Los homocigotos para la deficiencia sufren purpura

fulminans, una condición de extrema gravedad que termina con la vida de los

recién nacidos en pocos días (3,4). La deficiencia heredada de PS se transmite

con carácter autosómico codominante y la proporción de sujetos heterocigotos

u homocigotos para la deficiencia no se conoce en detalle; aparentemente es

menos frecuente que la de PC (2,4). La PS es también dependiente de vitamina

K, con actividad de cofactor de la PC. La AT-itl es otra serpina responsable del

75% de la actividad inhibitoria de la trombina (4); su deficiencia se transmite con

carácter autosómico dominante-. La proporción de heterocigotos es de 1 en 2000

y en ellos las concentraciones son inferiores a 50%; aproximadamente el 50%

de los sujetos heterocigotos para la deficiencia sufren un episodio vaso-

oclusivo en la adolescencia. El estado homocigoto para la deficiencia de AT-lll

es incompatible con la vida (2,3).

El hacer caso omiso del estudio de las causas de la trombosis lleva

implícita una pena que puede ser catastrófica como es la repetición del episodio

vaso-oclusivo, posiblemente más grave, o la ocurrencia del mismo en otro

miembro de la familia, en los casos de trombofilia familiar (2). Sin embargo, los

estudios orientados a aclarar la causa de la trombofilia familiar de pacientes con

trombosis, hasta antes de febrero de 1993, resultaban positivos sólo en el 4 a



5% de los casos; en ellos se identificaban deficiencias de PC, de PS o de At-lll

(5). A partir de febrero de 1993, cambió la historia de la trombofilia familiar:

RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA (RPCa)

En febrero de 1993, Bjórn Dahlbáck y cois. (6) describieron un paciente

trombofílico en Suecia en el que la PC activada (PCa) era incapaz de prolongar

in vitro el valor de su tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa); es decir,

su plasma era "resistente" a la acción de ia PCa. Se introdujo entonces el

concepto de resistencia a la proteína C activada (RPCa). Este trastorno se

encontró en otros miembros de la familia y en otros pacientes trombofílicos no

relacionados con el caso índice. Dahlbáck eí al. supusieron la existencia de otro

cofactor de ta PCa, además de la ya conocida PS, y le llamaron tentativamente

"cofactor II de la PCa" (6). Por otro lado, en Estados Unidos de Norteamérica,

los grupos de Griffin (7) y Mann (8), respectivamente identificaron el fragmento

molecular de la PCa que interactúa con el factor V activado (FVa) y definieron

que la inactivación del FVa por la PCa ocurre por la ruptura del FVa en los

residuos Arg 505 y Arg 306. Más tarde, Griffin y cois, al encontraron que en 50%,

aproximadamente, de pacientes trombofílicos se encuentra la RPCa (9), lo que

también fue confirmado por Koster y cois, del grupo de Roger Bertina en

Leiden, Holanda (10). En octubre de 1993 se describió por primera vez que los

anticoagulantes lúpicos (AL, -11-) "interfieren" en el suero con la investigación

de la RPCa in vitro (9). Dahlbáck y Hildebrand (12) describieron en febrero de

1994 que el FV normal purificado es capaz de corregir in vitro la RPCa, a pesar

de que las cantidades de FV en los plasmas con RPCa son normales e infirieron

que la RPCa, en vez de deberse a un nuevo factor antitrombótico, puede ser

causada por un FV con función procoagulante normal, pero "resistente"a la

acción catalítica de la PCa. Finalmente, en mayo de 1994, Bertina y cois, en



Leiden (13) demostraron que el fenotipo de la RPCa está asociado a la homo o

heterocigosidad de la mutación en punto del exón 10 del gen del factor V, en el

que la sustitución de un nucleótido G por A en la posición 1691 produce la

síntesis de una molécula anómala del factor V. Esta mutación, llamada mutación

Leiden del FV (R-506-Q), causa un FV con actividad procoagulante normal pero

resistente a la acción de ta PCa (14, 15), ya que la mutación se encuentra en un

punto vecino al sitio de fractura del FV por la PCa (7,8). Quedó así establecido

que el "nuevo" factor antitrombótico era en realidad el "viejo" factor V (16). La

mutación del gen del FV, identificable por medio de biología molecular

empleando reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (14-15) corresponde al

genotipo de la RPCa (ver figura 2), en tanto que la anormalidad de la prueba in

vitro, que mide el alargamiento del TTPa en presencia de PCa, corresponde al

fenotipo de la RPCa.

GENOTIPO DE LA RPCa:

Más del 80% de los pacientes con formas familiares de RPCa tienen la mutación

Leiden del FV; sin embargo, hay otras mutaciones genéticas en el mismo gen

que pueden causar el fenotipo de RPCa (17). La mutación R-506-Q se presenta

en el 2% de la población holandesa asintomática (13) (ver figura 2) y es 10 veces

más alta que la de los otros factores genéticos conocidos de riesgo trombótico

como las deficiencias heredadas de PC, PS y At-lll juntas (2, 17-19). La

prevalencia de la mutación en algunas poblaciones de Suecia cercanas a Malmó

alcanza el 15% (Dahlbáck, comunicación personal), pero en otros países es

menor (20). Es interesante señalar que en aborígenes de África, Asia y América,

la prevalencia de la mutación es mucho más baja, hasta del 0% (20), lo que

sugiere distribución racial del gen. En pacientes con trombofilia la incidencia

puede alcanzar 40 a 50% (5, 17-19). En mujeres embarazadas que desarrollan



fenómenos vaso-oclusivos, la proporción de pacientes con fenotipo de RPCa

alcanza el 60% (17-19). El 85% de los pacientes con RPCa heredada son

heterocigotos y el resto homocigotos (17). Los homocigotos tienen un riesgo 50

a 100 veces mayor de sufrir trombosis que la población general (17-19) y los

heterocigotos sufren una trombofilia menos grave, con un riesgo de trombosis

5 a 10 veces mayor que la población general (17-19). La asociación de RPCa

heredada y otra condición trombofílica como la deficiencia de PC incrementa el

riesgo de trombosis hasta 70% (18, 22, 23). La investigación de la mutación

Leiden del gen del FV se hace en el laboratorio empleando la reacción en

cadena de la polimerasa

La mutación tipo Leiden del gen del factor V es el defecto genético con mayor

prevalencia asociado con enfermedad, hasta ahora identificado (18) y se ha

especulado que podría ser secundario a presión de selección genética positiva,

ya que cierto estado hipercoagulable podría ser protector en situaciones de

riesgo de sangrado (18). Conviene recordar que los factores de riesgo de la

trombosis son artefactos de la vida moderna (18) y que antaño era más

frecuente morir por sangrado que por trombosis.

FENOTIPO DE LA RPCa:

La evaluación in vitro del alargamiento del TTPa en presencia de cantidades

conocidas de PCa constituye la prueba funcional o fenotipo de la RPCa. (15, 17-

18, 21, 24-25). Esta prueba podría considerarse como la prueba de escrutinio

para la investigación de la RPCa. En condiciones normales, la relación del TTPa

en presencia de PCa sobre el TTPa sin PCa es mayor de 2 a 2.5, es decir, la PCa

prolonga el TTPa. Cuando hay RPCa, este cociente es menor de 2.5 (17, 18).

Además de la mutación G -> A del gen del FV que causa la R 506 Q de la

proteína, otras condiciones adquiridas pueden producir el fenotipo de la RPCa.



MATERIAL Y MÉTODOS.

Se estudiaron 44 pacientes con antecedentes de trombofilia en los cuales se

desconocía la etiología del padecimiento. El tiempo de estudio fue de julio de

1994 a diciembre de 1995. A cada uno de estos pacientes se les realizó la

prueba de la RPCa (Fenotipo). Técnica: Se les tomo sangre con citrato en

proporción 9:1, en tubo de plástico a cada uno de los pacientes, al plasma se le

realizó la prueba por coagulometría dentro de las primeras 4 horas. El producto

usado para la realización de la prueba fue el ACTICLOT APC de american

diagnostica inc. Se reconstituyó el reactivo con PCa ,se incubaron 100 ^L del

plasma del paciente a 37°C en una cubeta de coagulación , posteriormente se

agregaron 100 jaL de reactivo de TTPa e incubaron durante 5 minutos luego se

agregaron 100 ^L de cloruro de calcio y se determinó el TTPa, en este último

paso en otra cubeta de coagulación se sustituyó el cloruro de calcio por PCa y

se midió el tiempo de coagulación teniendo estas dos mediciones se obtuvo un

cociente que resulta de la división del TTPa con PCa entre el TTPa con cloruro

de calcio, los valores normales de este cociente fueron de 2.5 a 3 , se

consideraron con RPCa a los pacientes con un cociente de 2.5 o menos , ver

figura 3 . A 7 pacientes que tuvieron el fenotipo a la RPCa se les investigó el

genotipo buscando la mutación Leiden por reacción de la polimerasa en

cadena. Se obtuvo sangre con con anticoagulante EDTA para la investigación

de la mutación Leiden del factor V por RFLP-PCR (restriction fragment lenght

polimorphism, polymerase chain reaction). Una región del gen del factor V que

incluye los nucleótidos 1690 a 1692 del codón 506 se amplificó por PCR y se

sometió a digestión con Mnl. El patrón de restricción se analizó por

electroforesis en gel de poliacrilamida. Los oligonucleótidos empleados están

descritos en la referencia número 21.



RESULTADOS

De los 44 pacientes en estudio 32 fueron del sexo femenino y 12 del sexo

masculino, ver figura 5. Los pacientes que presentaron el fenotipo de la RPCa

fueron 24, ver figura 4. La distribución por sexo de los pacientes que

presentaron RPCa fue de 17 mujeres y 7 varones, ver figura 6. En 7 de estos

pacientes se investigó el genotipo (mutación R-506-Q) y se encontró en 1, ver

figura 7. En 13 pacientes se investigaron anticuerpos antifosfolípido, y 4

arrojaron resultados positivos en esta prueba, ver figura 8.



Entre ellas, se han descrito la presencia de anticoagulantes lúpicos (AL) y / o

anticuerpos anti-fosfolípido (AAF) (26-35), las hepatopatías (36), el embarazo

(37), la ingestión de anovulatorios (38). En el caso de los padecimientos

autoinmunes que cursan con AAF o AL, es interesante señalar que inicialmente

se consideró que estos autoanticuerpos (11) "interferían" con la investigación

in vitro del fenotipo de la RPCa (9, 32), y que ahora se ha encontrado que ia

presencia del fenotipo de RPCa en pacientes con AL / AAF es un marcador muy

útil para predecir trombofilia en sujetos con estos autoanticuerpos (26, 27). Los

anticuerpos a n ti-beta 2-GP-1, una forma de AAF aún más relacionada con

trombofilia que los AAF que sólo identifican fosfolipidos (39), pueden

condicionar in vitro el fenotipo de la RPCa (40); este hallazgo se ha considerado

como una posible explicación a la producción del fenotipo de la RPCa en

pacientes con AL / AAF, aún cuando otras explicaciones como los anticuerpos

anti-PC, anti-PS y anti-FV (17, 26, 27) también se han ofrecido. Curiosamente, en

el síndrome de anticuerpos anti-fosfolípido (SAAF), la proporción de pacientes

con el genotipo de la RPCa no es mayor que la de la población general (33-34,

41-43). En el SAAF (26, 27) y probablemente en el embarazo (37), la ocurrencia

de RPCa se asocia a trombofilia. Con el objeto de evitar la "interferencia"

causada por los AAF y/o AL en la evaluación del fenotipo de la RPCa, se ha

recomendado hacer la prueba diluyendo 1:5 la muestra en plasma deficiente en

factor V, modificación que también permite hacer la evaluación de la RPCa

funcional en pacientes quienes reciben anticoagulantes orales (44).



FIGURA 1: Modelo molecular especulativo de la degradación de los factores V

(FV) y VIII (FVIII) de la coagulación por la proteína C activada (PCa). En la

superficie de las membranas de fosfolípidos, el complejo proteína S (PS) / FV

constituye un sitio de unión para la PCa. La resistencia a la PCa está causada

por et cambio de Arg 506 por Gln en el sitio de fractura del FV por la PCa, lo que

produce un FV resistente a la acción de la PCa. FVa y FVIIIIa son las formas

activasen tanto que FVi y FVIII i son las formas inactivas de los FV y FVIII,

respectivamente. Adaptado de Dahlbáck B. (18).
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:aííerado de PCa I
Factor Va Q506

B RESISTENCIA A LA PCa

FIGURA 2: A) inactivación del factor Va por ta PCa en el sitio de rompimiento

de la PCa en la posición 506 del factor Va. B) Imposibilidad para inactivar el

factor Va por la PCa debido a una substitución en la posición 506 del factor Va.

Adaptado de Samama. (49)
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FIGURA 3: Resistencia a la PCa. En una respuesta normal (control), la PCa

prolonga el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa). En contraste el

plasma de un paciente con trombosis recurrente manifestando resistencia

a la PCa. El cociente resulta de la división del TTPa con PCa dividido entre el

TTPa sin PCa.
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FIGURA 4: Fenotipo de la resistencia a la PCa.
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FIGURA 5: Distribución por sexo de los pacientes a los que se les realizó el

fenotipo a la RPCa.
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FIGURA 6: Distribución por sexo de los pacientes que presentaron el fenotipo

de la RPCa.
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FIGURA 7: Pacientes con fenotipo de la RPCa en los que se detectó la mutación

Leiden (Genotipo).
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FIGURA 8: Pacientes con RPCa en los que se detectaron anticuerpos
antifosfolípido.



DISCUSIÓN:

La prevalencia de la mutación tipo Leiden (G -> A) del gen del FV en la población

mexicana no se conoce. En este grupo de 44 pacientes trombofílicos estudiados

por nosotros para aclarar el origen del estado hipercoagulable, encontramos el

fenotipo de la RPCa en 24 lo que corresponde al 54.5% (33). En 7 de estos

pacientes se investigó adicionalmente el genotipo (mutación R-506-Q) y se

encontró en uno (33). El fenotipo de RPCa se ha encontrado en el 30% de

pacientes mexicanos con infarto al miocardio (45), pero en ellos no se ha

aclarado se trata de formas heredadas o adquiridas de la RPCa. Otros autores

(26) y nosotros (34, 41) hemos encontrado que entre el 30 y el 50% de los

pacientes con padecimientos autoinmunes y AL / AAF tienen el fenotipo de

RPCa. Independientemente de los pacientes anteriormente descritos, en 22

enfermos con SAAF encontramos la mutación Leiden del factor V en sólo un

paciente (34, 41, 42), hallazgo similar al hecho en Inglaterra (43), lo que sugiere

que esta mutación no es más prevalente en pacientes con SAAF que en la

población general. También hemos encontrado que la presencia de AL y/o AAF

es una causa frecuente del fenotipo de RPCa en nuestro medio (33). En una

familia de la ciudad de Puebla se ha identificado la coexistencia de deficiencia

de PC de coagulación y fenotipo de RPCa: el propósitus, un hombre de 34 años

tiene una forma muy grave de trombofilia, en tanto que tres hermanas, con

fenotipo de RPCa y cifras normales de PC, no han tenido episodios vaso-

oclusivos. De manera interesante, la mutación G -> A del gen del FV no se

encontró en esta familia, por lo que es posible que la RPCa se deba en ellos a

otra mutación genética como ocurre en menos del 20% de los pacientes con

formas familiares de RPCa (13, 17, 18). Se han iniciado estudios adicionales

para aclarar la causa de esta forma familiar de RPCa sin la mutación Leiden del



factor V. La investigación del fenotipo de la RPCa se ha comenzado a practicar

de manera rutinaria en el estudio de pacientes trombofílicos en algunas

instituciones del país (33, 45-46).

RECOMENDACIONES:

1) La investigación del fenotipo del RPCa debe ser el paso inicial del estudio de

todo paciente con trombofiiia, heredada o adquirida; la posibilidad de

encontrarla presente es 10 veces mayor que la posibilidad de encontrar

deficiencia de PC, PS o At-lll, estudios que no deben omitirse, teniendo en

cuenta que puede haber coexistencias (2, 18). En conjunto, todos estos

estudios permitirán establecer la causa del 50 al 70% de los casos de

trombofilias familiares. Deben practicarse idealmente tanto la prueba original

como la modificada, diluyendo la muestra en plasma deficiente en factor V (44,

47). En los pacientes con fenotipo de RPCa deben investigarse el genotipo de

RPCa (mutación G -> A 1691) y ia presencia de anticoagulantes lúpicos y/o

anticuerpos antifosfolí pido. Es posible que tos pacientes con RPCa tengan una

trombofiiia menos grave que la que se observa en otros estados de

trombogénesis primaria (48).

2) Desde el punto de vista terapéutico, el Dr. Dáhlback (17, 47) recomienda:

a) En heterocigotos para la R-506-Q del FV, sin otros defectos anticoaguiantes

ni historia personal ni familiar de trombosis, se debe emplear profilaxis con

anticoagulantes únicamente en situaciones con riesgo de trombosis, como

cuando se someten a cirugía mayor.



b) En heterocigotos quienes han sufrido episodios vaso-oclusivos recurrentes,

es recomendable la anticoagulación a largo plazo. Si ha habido sólo una

trombosis, la anticoagulación se hace sólo en situaciones de riesgo.

c) En heterocigotos con alguna otra condición trombofíiica asociada, o en

homocigotos, la anticoagulación profiláctica es recomendable; si ya hubiera

ocurrido algún episodio vaso-oclusivo, está indicada la anticoagulación

prolongada.
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