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RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA: UNA NUEVA CONDICION
TROMBOFILICA

RESUMEN:

En los ultimos tres afos han ocurrido avances notables en el esclarecimiento
de las causas de {a trombofilia. Hasta hace poco jos estudios de iahoratorio en
pacientes con trombofilia familiar permitian esclarecer la causa sélo en el 5-10%
de los casas, en los que se identifican deficiencia de proteina C de coagulacién,
de proteina S de coagulacién, de antitrombina lil, etc. La reciente identificacién
de la resistencia a la proteina C activada (RPCa) ha cambiado este panorama: El
50% de los pacientes con trombofilia familiar tienen el genotipo de ia RPCa, que
supone la mutaciéon del nucleétido G por A en la posicion 1691 del gen del
factor V, lo gue produce ja mutacion R-506-Q (tipo Leiden) del factor V. Esta
mutacion, que codifica la sintesis de un factor V con actividad procoagulante
normal pero “resistente” a la accion litica de la proteina C activada, ocurre hasta
en el 18% de la poblaciéon general y es actuaimente el defecto genético
relacionado con enfermedad mas frecuente de todos. Et fenotipo de la RPCa se
estudia en el laboratorio por medio de una modificacién de la medicién del
tiempo de tromboplastina parcial activada y puede presentarse en pacientes
con el genotipo de la RPCa o ser secundario a enfermedades autoinmunes,
hepatopatias, empleo de anovulatorios, embarazo, etc. El estudio de todo
paciente con trombofilia debe incluir la investigacién del fenotipo y en su caso,
el genotipo de la RPCa. Este estudio, junto con las investigaciones de las
actividades antigénica y procoagulante de ias proteinas C, S y antitrombina lIi,

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 referia entonces
especificamente a la deficiencia familiar de antitrombina Il (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 anténimo de
trombofilia es hemofilia, término de uso comin 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-trombdéticos (2). Los
padecimientos tromboéticos sonh responsables de mas 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 ntimero y/o funcion de las
plaquetas; a incremento en los niveles o actividad de algunos de los factores
procoagulantes y a disminucion en la actividad de los inhibidores fisiolégicos
de la coagulacién, ya sea por falta del inhibidor o por disminucién de su
activacion (2) y por otro lado, la hipofibrinolisis puede ser debida a disminucién
de la activacion del plasmindgeno, 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 proteina C de la
coagulacién {PC) 2, 4; de proteina S (PS) 2, 4 y de antitrombina Il (At-1li} 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 Vllla y depende para su sintesis hepatica de vitamina K. La
deficiencia se transmite con caracter autosomico dominante y el gen que
codifica su sintesis se localiza en el cromosoma 2. La deficiencia de PC puede
ser tanto antigénica como funcional (tipo 1), o sélo funcional {tipo II). La
proporcién de sujetos heterocigotos para la deficiencla es del orden de 0.1 a
0.3% de la poblacion general; en elios los niveles de PC son menores del 60%
del valor normal (2, 3). Los homocigotos para la deficiencia sufren purpura
fulminans, una condicion de extrema gravedad que termina con la vida de los
recién nacidos en pocos dias (3,4). La deficiencia heredada de PS se transmite
con caracter autosomico codominante y la proporcion de sujetos heterocigotos
u homocigotos para la deficiencia no se conoce en detalle; aparentemente es
menos frecuente gue la de PC (2,4). La PS es también dependiente de vitamina
K, con actividad de cofactor de la PC. La AT-lil es otra serpina responsable del
75% de la actividad inhibitoria de la trombina (4); su deficiencia se transmite con
caracter autosémico dominante. La proporcién 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-llI

es incompatible con la vida (2,3).

El hacer caso omiso del estudio de las causas de la trombosis lleva
implicita una pena que puede ser catastréfica como es la repeticién del episodio
vaso-oclusivo, posiblemente mas grave, o !a 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 s6lo en el 4 a




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

(6). A partir de febrero de 1993, cambié la historia de la trombofilia familiar:

RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA (RPCa)

En febrero de 1993, Bjdrn Dahlbdck y cols. (6) describieron un paciente
trombofilico 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 accidén de {a PCa. Se introdujo entonces el
concepto de resistencia a la proteina C activada (RPCa). Este trastorno se
encontré en otros miembros de la familia y en otros pacientes trombofilicos no
relacionados con el caso indice. Dahlbéck et al. supusieron la existencia de otro
cofactor de {a PCa, ademas de la ya conocida PS, y le llamaron tentativamente
“cofactor Il 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 interactua con el factor V activado {FVa) y definieron
que la inactivacion def FVa por la PCa ocurre por la ruptura del FVa en los
residuos Arg 505 y Arg 306. Mas tarde, Griffin y cols. al encontraron que en 50%,
aproximadamente, de pacientes trombofilicos se encuentra la RPCa (9), lo que
también fue confirmado por Koster y cols, del grupo de Roger Bertina en
Leiden, Holanda {10). En octubre de 1993 se describié por primera vez que los
anticoagulantes lupicos (AL, -11-) "interfieren" en el suero con {a investigacion
de la RPCa in vitro (9). Dahlback 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
gue la RPCa, en vez de deberse a un nuevo factor antitrombdtico, puede ser
causada por un FV con funciéon procoagulante normal, pero "resistentea la

accion catalitica de la PCa. Finaimente, en mayo de 1994, Bertina y cols, en




Leiden (13) demostraron que el fenotipo de la RPCa esti asociado a ta homo o
heterocigosidad de la mutacion en punto del exéon 10 del gen del factor V, en el
que la sustitucion de un nucledtido G por A en la posicién 1691 produce la
sintesis de una molécula andmala del factor V. Esta mutacion, llamada mutacion
Leiden del FV (R-506-Q), causa un FV con actividad procoagulante normal pero
resistente a la accion de la PCa (14, 15), ya que la mutacidn se encuentra en un
punto vecino ai sitio de fractura del FV por la PCa (7,8). Quedé asi establecido
que el "nuevo" factor antitrombdético era en realidad el "viejo" factor V (16). La
mutacion del gen del FV, identificable por medio de biologia moiecular
empleando reaccion 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 TFTPa en presencia de PCa, corresponde al

fenaotipo de la RPCa.

GENOQTIPO DE LA RPCa:

Mas del 80% de los pacientes con formas familiares de RPCa tienen la mutacién
Leiden del FV; sin embargo, hay otras mutaciones genéticas en el mismo gen
que pueden causar el fenotipo de RPCa (17). La mutaciéon R-506-Q se presenta
en el 2% de la poblacién holandesa asintomatica (13) (ver figura 2} y es 10 veces
mas alta que la de los otros factores genéticos conocidos de riesgo trombético
como las deficiencias heredadas de PC, PS y Atlll juntas (2, 17-19). La
prevalencia de la mutacién en algunas poblaciones de Suecia cercanas a Malmd
alcanza el 15% (Dahlbdck, comunicacion personal), pero en otros paises es
menor {20). Es interesante seiialar que en aborigenes de Africa, Asia y América,
la prevalencia de la mutacion es mucho mas baja, hasta del 0% (20), lo que
sugiere distribucion racial del gen. En pacientes con trombofilia la incidencia

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




fendomenos vaso-oclusivos, la proporcion de pacientes con fenotipo de RPCa
alcanza el 60% (17-19). Ei 85% de los pacientes con RPCa heredada son
heterocigotos y el resto homocigotas (17). Los homocigotos tienen un riesgo 50
a 100 veces mayor de sufrir trombosis que la poblacion general (17-19) y los
heterocigotos sufren una trombofilia menos grave, con un riesgo de trombosis
5 a 10 veces mayor que la poblacion general (17-19). La asociacidon de RPCa
heredada y otra condicidon trombofilica como la deficiencia de PC incrementa el
riesgo de trombosis hasta 70% (18, 22, 23). La investigacion de la mutacién
Leiden del gen del FV se hace en el laboratorio empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa

La mutacion 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 podria ser secundario a presion de seleccion genética positiva,
ya que cierto estado hipercoagulable podria 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 antafio era mas

frecuente morir por sangrado que por trombosis.

FENOTIPO DE LA RPCa:

La evaluacién jin 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 podria considerarse como la prueba de escrutinio
para la investigacién de la RPCa. En condiciones normales, la relaciéon 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).
Ademas de la mutaciéon G -> A del gen del FV que causa la R 506 Q de la

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




MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron 44 pacientes con antecedentes de trombofilia en los cuales se
desconocia la etiologia del padecimiento. EIl tiempo de estudio fue de julio de
1994 a diciembre de 1995. A cada uno de estos pacientes se les realizé la
prueba de la RPCa (Fenotipo). Técnica: Se les tomo sangre con citrato en
proporcion 9:1, en tubo de plastico a cada uno de los pacientes, al plasma se le
realizé la prueba por coagulometria dentro de las primeras 4 horas. El producto
usado para la realizacién de la prueba fue el ACTICLOT APC de american
diagnostica inc. Se reconstituyé el reactivo con PCa ,se incubaron 100 plL del
plasma del paciente a 37°C en una cubeta de coagulacién , posteriormente se
agregaron 100 uL de reactivo de TTPa e incubaron durante 5 minutos luego se
agregaron 100 uL de cloruro de calcio y se determind el TTPa, en este ultimo
paso en otra cubeta de coagulacion se sustituyo el cloruro de calcio por PCay
se midié el tiempo de coagulacién teniendo estas dos mediciones se obtuvo un
cociente que resulta de la division del TTPa con PCa entre el TTPa con cloruro
de calcio, los valores normales de este cociente fueron de 256 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 investigé el
genotipo buscando la mutacion Leiden por reaccion de la polimerasa en
cadena. Se obhtuvo sangre con con anticoagulante EDTA para la investigacién
de la mutacién Leiden del factor V por RFLP-PCR (restriction fragment lenght
polimorphism, polymerase chain reaction). Una region del gen del factor V que
incluye los nucledtidos 1690 a 1692 del coddén 506 se amplificé por PCR y se
sometié a digestion con Mnl. El patrén de restriccion se analizé por
electroforesis en gel de poliacrilamida. Los oligonucledtidos empleados estan

descritos en la referencia namero 21.



RESULTADOS

De los 44 pacientes en estudio 32 fueron del sexo femenino y 12 del sexo
masculino, ver figura 5. L.os pacientes que presentaron el fenotipo de la RPCa
fueron 24, ver figura 4. La distribuciéon por sexo de los pacientes que
presentaron RPCa fue de 17 mujeres y 7 varones, ver figura 6. En 7 de estos
pacientes se investigé el genotipo {mutacién R-506-Q) y se encontré en 1, ver
figura 7. En 13 pacientes se investigaron anticuerpos antifosfolipido, y 4

arrojaron resultados positivos en esta prueba, ver figura 8.




Entre ellas, se han descrito la presencia de anticoagulantes lupicos (AL) y/ o
anticuerpos antl-fosfolipido {AAF) (26-35), las hepatopatias (36), el embarazo
(37). la ingestion de anovulatorios (38). En el caso de los padecimientos
autoinmunes que cursan con AAF o AL, es interesante senalar que iniciaimente
se consider6é que estos autoanticuerpos (11) “interferian™ con la investigacién
in vitro del fenotipo de la RPCa (9, 32), y que ahora se ha encontrado que la
presencia del fenotipo de RPCa en pacientes con AL / AAF es un marcador muy
atil para predecir trombofilia en sujetos con estos autoanticuerpos (26, 27). Los
anticuerpos anti-beta 2-GP-1, una forma de AAF aun mas relacionada con
trombofilia que los AAF que sdlo identifican fosfolipidos (39), pueden
condicionar in vitro el fenotipo de la RPCa (40); este hallazgo se ha considerado
como una posible explicacion a la produccion del fenotipo de la RPCa en
pacientes con AL / AAF, ain cuando otras explicaciones como los anticuerpos
anti-PC, anti-PS y anti-FV (17, 26, 27) también se han ofrecido. Curiosamente, en
el sindrome de anticuerpos anti-fosfolipido (SAAF), la proporcidon de pacientes
con el genotipo de la RPCa no es mayor que la de la poblacién 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 evaluacion del fenotipo de la RPCa, se ha
recomendado hacer la prueba diluyendo 1:5 la muestra en plasma deficiente en
factor V, modificacion que también permite hacer la evaluacion de la RPCa

funcional en pacientes quienes reciben anticoagulantes orales (44).




FIGURA 1: Modelo molecular especulativo de la degradacion de los factores V
(FV) y VIl {FVIil} de la coagulacidon por la proteina C activada (PCa). En la

superficie de las membranas de fosfolipidos, el complejo proteina S (PS)/FV
constituye un sitio de unién para la PCa. La resistencia a la PCa estd causada
por et cambio de Arg 506 por GIn en el sitio de fractura del FV por la PCa, lo que
produce un FV resistente a la accidnde la PCa. FVa y FVlllla son las formas
activas en tanto que FViy FVIIli son las formas inactivas de los FV y FVIl,

respectivamente. Adaptado de Dahlbick B. (18).
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FIGURA 2: A) Inactivacion del factor Va por fa PCa en el sitio de rompimiento
de la PCa en 1a posicion 506 del factor Va. B) Imposibilidad para inactivar el
factor Va por la PCa debido a una substitucién en la posicion 506 del factor Va.

Adaptado de Samama. {49)
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FIGURA 3: Resistencia a ia 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 division 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 §: Distribucidn por sexo de los pacientes a los que se les realizé el

fenotipo a la RPCa.
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FIGURA 6: Distribucion por sexo de los pacientes que presentaron ef fenotipo
de la RPCa.
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FIGURA 7: Pacientes con fenotipo de la RPCa en los que se detectd la mutacion

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




DISCUSION:

La prevalencia de la mutacidn tipo Leiden (G -> A) del gen del FV en la poblacion
mexicana no se conoce. En este grupo de 44 pacientes trombofilicos 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 investigé adicionalmente el genotipo (mutacion R-506-Q) y se
encontré 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) v nosotros (34, 41) hemos encontrado que entre el 30 y el 50% de los
pacientes con padecimientos autcinmunes y AL / AAF tienen el fenotipo de
RPCa. Independientemente de los pacientes anteriormente descritos, en 22
enfermos con SAAF encontramos la mutacion Leiden del factor V en sélo un
paciente (34, 41, 42), hallazgo similar al hecho en Inglaterra (43), lo que sugiere
que esta mutacién no es mas prevalente en pacientes con SAAF que en la
poblacion 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 coagulacidn y fenotipo de RPCa: el propésitus, un hombre de 34 afios
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 mutacion G -> A del gen del FV no se
encontré en esta familia, por lo que es posible que la RPCa se deba en ellos a
otra mutacion 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 mutacion Leiden del



factor V. La investigacion del fenotipo de la RPCa se ha comenzado a practicar
de manera rutinaria en el estudio de pacientes trombofilicos en algunas
instituciones del pais (33, 45-46).

RECOMENDACIONES:

1) La investigacién del fenotipo del RPCa debe ser el paso inicial del estudio de
todo paciente con trombofilia, heredada o adquirida; la posibilidad de
encontraria 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 permitiran 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 (mutacion G -> A 1691) y la presencia de anticoagulantes lipicos y/o
anticuerpos antifosfolipido. Es posible que los pacientes con RPCa tengan una
trombofilia menos dgrave que la que se observa en otros estados de

trombogénesis primaria (48).
2) Desde el punto de vista terapéutico, el Dr. Dahlback (17, 47) recomienda:

a) En heterocigotos para la R-506-Q del FV, sin otros defectos anticoagulantes
ni historia personal ni familiar de trombosis, se debe emplear profilaxis con
anticoagulantes dnicamente en situaciones con riesgo de trombosis, como

cuando se someten a cirugia mayor.




b) En heterocigotos guienes han sufrido episodios vaso-oclusivos recurrentes,
es recomendable la anticoagulacién a largo plazo. Si ha habido séio una

trombosis, la anticoagulaciéon se hace solo en situaciones de riesgo.

c) En heterocigotos con alguna otra condicién trombofilica asociada, o en
homocigotos, la anticoagulacion profilactica es recomendable; si ya hubiera
ocurrido algtin episodio vaso-oclusivo, esta indicada la anticoagulacién

prolongada.
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