Invest Clin 41(1): 29-36, 2000

Prevalencia de la resistencia

a la Proteina C activada

en poblaciones indigena y negra
del occidente de Venezuela.

Gilberto Vlzcamo Enrique Torres Jesus Qumtero Falko Herrmann2

Rita Grlmm Marla Diez- Ewald Melws Arteaga-Vlzcalno José Luis
Pérez- Requejo y José Collna-AraUJo4

Hnstituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina,
Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela ?Institute of Human
Genetics, Greifswald, Germany y 3Banco de Sangre del Estado
Carabobo, Valencia, Venezuela, Hospltal General, Caja Seca, Estado
Zulia, Venezuela. E-mail: g_vizcaino@hotmail.com

Palabras clave: Resistencia a la Proteina C activada, prevalencia, fac-
tor V Leiden, trombosis.

Resumen. La Resistencia a la Proteina C activada (RPCa) es el fenotipo
comun del Factor V Leiden (Arg506GIn) reconocido como factor de riesgo
trombotico. El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia
de RPCa y su asociacion con el Factor V Leiden en poblaciones indigena y
negra del occidente de Venezuela, ya que hasta el presente no hay publica-
ciones sobre esta asociacion en grupos étnicos venezolanos. Se estudiaron
80 indigenas de la etnia Yukpa de la Sierra de Perija y 91 individuos de
raza negra habitantes de la region sureste del Lago de Maracaibo. La RPCa
fue determinada segun el método de Dalhlback, modificado por Jorquera y
col. y Trossaert y col. y los resultados se expresaron como n-PCa-SR (valor
positivo < 0,75). Las muestras de sangre anticoagulada con EDTA fueron
impregnadas en papel secante y procesadas para la deteccion del Factor V
Leiden segun técnicas estandar para PCR y de analisis de restriccion, en el
Institute of Human Genetics (Greifswald, Alemania). No se encontr6 dife-
rencia significativa entre la n-PCa-SR de los indigenas (X + EE=1,13 + 0,02;
IC 95%= 1,07-1,19) y el de los sujetos de raza negra (1,07 + 0,02; IC 95%=
1,03-1,12). La prevalencia de RPCa fue de 1,25% (1/80) en indigenas (el
caso era heterocigoto para Factor V Leiden) y 4,4% (4/91) en la raza negra
(un individuo resulté ser heterocigoto para factor V Leiden). Ninguno de los
pacientes con RPCa tenia antecedentes personales o familiares de trombo-
sis.
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Esta investigacion representa el primer informe sobre la asociacién de
RPCa y Factor V Leiden en aborigenes e individuos de raza negra venezola-
nos. Aunque entre los indigenas existe una alta endogamia no se puede
descartar en ninguno de los dos grupos raciales la intervencion de genes fo-
raneos. El hallazgo de RPCa sin Factor V Leiden (Arg506GIn) sugiere la pre-
sencia de una mutacion diferente en la molécula del Factor V. La determi-
nacion de la prevalencia de este fenotipo y su marcador molecular en dife-
rentes grupos étnicos es importante para la interpretacion de su papel
como factores de riesgo para enfermedades trombodticas.

Prevalence of the activated protein C resistance in indians
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Abstract. The Activated Protein C Resistance (APCR) is the common
phenotype of Factor V Leiden (arg506gIn), which is considered as a throm-
botic risk factor. The aim of this study was to determine the prevalence of
APCR and its association with Factor V Leiden in indian and black popula-
tions from Zulia State in western Venezuela. Blood samples were taken from
80 Yukpa indians from Sierra de Perija and 91 black individuals from the
southeast of Lago de Maracaibo. APCR was determined by the Dahlback’s
method with the modifications of Jorquera et al. and Trossaert et al. The re-
sults were expressed as n-APC-SR (positive value < 0.75). Factor V Leiden
genotype was identified by PCR and restriction analisis standard methods at
the Institute of Human Genetics (Greifswald, Germany). No significative dif-
ference was found between n-APC-SR from indians (mean = SEM 1.13 +
0.02, Cl 95%= 1.07-1.19) and black people (1.07 £ 0.02, Cl 95%= 1.03-1.12).
APCR prevalence from indians was 1.25% (1 out of 80) who was heterocy-
gous case for F V Leiden and 4.4% (4 out of 91) from blacks (one case was
heterocygous for F V Leiden). No thrombotic event personal or familial was
demonstrate. Our data represent the first report related to the association
between APCR and F V Leiden in venezuelan indian and black individuals.
APCR without the Factor V Leiden expression suggest a different type of mu-
tation in the Factor V molecule. In spite of high endogamia in the indian
group, we can not descart the role of foreing genes in both populations. The
determination of the prevalence of this phenotype and its molecular marker
in various ethnic groups is important for the interpretation of their role as
risk factors for thrombotic disease.
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INTRODUCCION

En 1993, Déhlback y col. (1),
estudiaron una familia con historia
de trombosis recurrente y encontra-
ron que la Proteina C activada no lo-
gré prolongar el Tiempo de Trombo-
plastina parcial como era de espe-
rarse. Este hallazgo postuld la pre-
sencia de la Resistencia a la Protei-
na C activada (RPCa).

Bertina y col. (2), publicaron
gue la RPCa estad asociada a una
mutacion en el gen del Factor V de
la coagulacion con la sustitucion de
guanina por adenina en la posicion
1691, cambio que predice el reem-
plazo de arginina por acido glutami-
co en la posicién 506 de la cadena
pesada del factor V, denominandose
Factor V Leiden (3), lo que hace re-
sistente al factor V a la ruptura por
la PCa y por lo tanto continGa ex-
presando su actividad coagulante.
Se encontré que la RPCa era alta-
mente prevalente en enfermedades
tromboembodlicas (20 a 60%) y diez
veces mas frecuente que otras enti-
dades hereditarias que ocasionan
trombosis (4). En trombofilia fami-
liar la RPCa se encuentra en el 50%
de los casos y esta asociada al Fac-
tor V Leiden en el 90%; su modo de
trasmision hereditaria es autosémi-
ca dominante (5).

La presencia del Factor V Lei-
den se ha descrito casi exclusiva-
mente en raza caucasica, con una
prevalencia entre el 2 y el 5% en la
poblacién normal. En razas africa-
na, asiatica y en aborigenes ameri-
canos su prevalencia es escasa o0
inexistente (6).

En el Estado Zulia del occiden-
te de Venezuela, se encuentran zo-
nas donde se concentran grupos ét-
nicos como son los indigenas de la
Sierra de Perija y la raza negra en el
sureste del Lago de Maracaibo, por
lo que el propdsito del presente es-
tudio fue estimar la prevalencia de
la RPCa en estos dos grupos de po-
blaciones y su asociacién con el ge-
notipo del Factor V Leiden.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 80 indigenas per-
tenecientes a la etnia Yukpa, descen-
dientes de los indios Caribes, habi-
tantes de la Sierra de Perija y 91 in-
dividuos de raza negra de la region
sudeste del Lago de Maracaibo. Cada
individuo fue interrogado acerca de
antecedentes personales o familiares
de enfermedades tromboembolicas.

La determinacion de la RPCa
fue realizada midiendo el Tiempo de
tromboplastina parcial (TTP) siguien-
do el método de Dahlback y col. (1),
con las modificaciones hechas por
Jorquera y col. (7) y Trossaert y
col.(8), mediante la adicion de plas-
ma deficiente de Factor V y dilucion
1:5 (tampon tris salina, 0,1% albu-
mina bovina, ph 7,4) de plasmas de
los sujetos y de una mezcla de plas-
mas normales. La concentraciéon uti-
lizada de la PCa (Diagnostica Stago,
Asnieres, Francia) fue de 1 ug/mL en
clca®* 0,025M.

Los resultados fueron expresa-
dos en funcién de la raz6n normali-
zada (n-PCa-SR) al dividir la razon
del plasma problema (TTP con PCa
entre TTP sin PCa) sobre la razén de
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una mezcla de plasmas normales.
Se consider6 como RPCa presente,
un valor igual o menor a 0,75 (9).

Para la determinacién del geno-
tipo del Factor V Leiden se coloca-
ron las muestras de sangre periféri-
ca anticoagulada con EDTA sobre
papel secante y se enviaron al Insti-
tute of Human Genetics (Greifswald,
Alemania) para su procesamiento (6)
y deteccién del marcador molecular
por métodos estandar de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y
analisis de restriccion (2).

El analisis estadistico consistio
en el calculo de frecuencias y de
probabilidad, esta uUltima mediante
la t de Student para una significa-
cién de p< 0,05.

RESULTADOS

Los valores promedio * error
estdndar de la RPCa fueron 1,13 +
0,02; IC 95%= 1,07-1,19 en los in-
digenas y 1,07 + 0,02; IC 95%-=
1,03-1,12 en los negros sin diferen-
cia estadisticamente significativa
(Tabla I).

La prevalencia de la RPCa, en
el grupo indigena fue de 1,25%
(1/80) y se encontro que éste indivi-
duo era heterocigoto para el Factor
V Leiden. Cuatro sujetos de raza ne-
gra presentaron RPCa para una pre-
valencia de 4,4% (4/91) y sélo uno
de ellos estaba asociado con la for-
ma heterocigota del Factor V Leiden.
Es de hacer notar que todos los in-
dividuos de raza negra con RPCa
eran de sexo femenino. En ninguno
de los casos positivos se obtuvo el
antecedente personal o familiar de
enfermedad tromboembodlica.

DISCUSION

En el presente estudio se des-
criben los primeros casos de asocia-
cion de RPCa y Factor V Leiden en
aborigenes y en individuos de raza
negra venezolanos. No obstante, su
prevalencia es menor que los grupos
étnicos caucasicos lo que habla a fa-
vor del origen europeo de esta muta-
cion y su diseminaciéon por migra-
cion (6) (Tablas Il y 1ll). En este tra-
bajo se hallé un indigena con RPCa

TABLA |
RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA EN INDIGENAS YUKPA
Y EN NEGROS DEL ESTADO ZULIA, VENEZUELA

n-Pca-SR* n-Pca-SR PREVALENCIA DE FACTOR V
GRUPO (X £ EE) <0,75 RPCa (%) LEIDEN
Indigenas 1,13+ 0,02 0,74 1,25 (1) 1
(80)
0,72
Negros 0,73
91) 1,07 £ 0,02 0.74 4,4 (4) 1
0,73

() nimero de casos

* Razon normalizada de los tiempos del TTP con y sin PCa.
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TABLA Il

PREVALENCIA EN DIFERENTES POBLACIONES DE LA RPCa/FACTOR V LEIDEN

POBLACION PAIS AUTOR (ref) PREVALEN. OBSERVA-
(%) CIONES
Arabes Jordania Awidi y col. (16) 12,25
Griegos Grecia Antoniadi y col. (17) 2,5
Afroamericanos Estados Unidos Mack y col. (18) 5,8
Espafioles Espanfa Altés y col. (19) 2,0 Mujeres
Ingleses Gran Bretafia  Lowe y col. (20) 2,5
Norteamericanos Estados Unidos Brandty col. (12) 4,1 Nifios
Holandeses Holanda Heijmans y col. (21) 4,7y 5,0 >85y 18-
40 afos
Afroamericanos Estados Unidos Rose y col. (22) 0,4 Mujeres
Espafioles Espafa Sanchez y col. (23) 4,5

TABLA 111

ESTUDIOS MULTIETNICOS DE PREVALENCIA DE LA RPCa/FACTOR V LEIDEN

POBLACIONES

AUTOR (ref)

PREVALENCIA (%)

Hispano-Americanos
Afro-Americanos
Asiatico-Americanos
Nativo-Americanos

Caucasico-Americanos
Hispano-Americanos
Afro-Americanos
Asiatico-Americanos
Nativo-Americanos

Europeos (Italianos
y Espanoles)
Sahara-Africanos
Asiaticos
Amerindios
Afro-Americanos
Etiopes

Alemanes
Polacos
Argentinos
Venezolanos
Costarricences
Hindues

Gregg y col.(24)

Ridker y col.(14)

Pepe y col.(25)

Herrmann y col.(6)

1,65
0,87
0
0

5,27
2,21
1,23
0,45
1,25

2,94

0,86

7,0
5,0
51
1,6
2,0
1,3
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asociada a la forma heterocigota del
factor V Leiden y un individuo de
raza negra de los cuatro con RPCA
donde también se encontro esta aso-
ciacion.

Una probable explicacion a este
hallazgo, es que a pesar que en los
indigenas Yukpa existe un alto gra-
do de endogamia por ser comunida-
des cerradas, no es posible descar-
tar la intervencion de genes fora-
neos, al igual que en los individuos
de raza negra entre los cuales la en-
dogamia es menor.

No puede descartarse la posibi-
lidad de que en los casos descritos
de RPCa sin F V Leiden, exista otro
tipo de mutacion, como sucede con
los casos del Factor V Cambridge
(Arg306Thr) descrito por Williamson
y col. en 1998 (10) y del Factor V
Hong Kong (Arg306Gly) descrito por
Chan y col. (11).

El estudio fenotipico del Factor
V Leiden mediante la prueba de la
RPCa es de gran utilidad para anali-
zar la prevalencia en diferentes gru-
pos étnicos porque permite estudiar
poblaciones a un relativo bajo costo.
Las modificaciones realizadas a esta
prueba han aumentado su sensibili-
dad y reproductibilidad a un 98%
(7,8,12) y segun las recomendacio-
nes de Aznar (13) esta metodologia
se convierte en un instrumento con-
fiable para el diagnostico de labora-
torio de trombosis asociada a RPCa
hereditaria o adquirida.. La prueba
de la RPCa debe ser una exploracion
obligatoria en pacientes de raza cau-
casica con eventos trombdticos de
causa no determinada o en aquellos
individuos donde exista recurrencia

4. DAHLBACK B.:

de estos eventos o0 en quienes el ha-
llazgo de antecedentes familiares es-
tén presentes (14,15).

Es importante el conocimiento
de la prevalencia del F V Leiden
como marcador molecular y su feno-
tipo en diferentes grupos étnicos
para la interpretacion de su relevan-
cia como factores de riesgo para en-
fermedades trombdticas.
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