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RESUMEN

Los fendmenos trombdticos son una de las causas lider de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo. En la mayor parte del mundo, la resistencia a la proteina C activada
(RPCA) es la causa de trombofilia hereditaria mas comun y la mayoria de estos casos
son secundarios a la mutacion Leiden del factor V de la hemostasia. Se ha descrito
ademas la presencia del fenotipo de la RPCA sin asociacion con el factor V Leiden. En
este estudio, evaluamos las caracteristicas de estos dos fenomenos en un estudio
transversal, descriptivo, no aleatorio de una muestra de las poblaciones indigena y
mestiza en México. Incluimos mujeres y hombres adultos y sanos. La prueba de RPCA
se realizé mediante dos equipos comercialmente disponibles (Stago APC-R® y Coatest®
APC Resistance V). La prueba para evaluar la presencia de la mutacion Leiden del
factor V se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento aceptado internacionalmente.
Analizamos 4,345 muestras incluyendo 600 nativos mexicanos provenientes de 19
grupos étnicos. La prevalencia de la RPCA fue 0% en la poblacion indigena. La RPCA
se encontré en 82 mestizos mexicanos (51 mujeres y 31 hombres). En esta ultima
poblacion, la prueba de RPCA se llevé a cabo nuevamente utilizando ambos equipos
comerciales y luego de esto, 50 sujetos tuvieron una prueba negativa. Treinta y dos
sujetos se mantuvieron positivos y todos ellos tenian la mutacion Leiden del factor V.
Por lo tanto, la prevalencia de la mutacion Leiden del factor V en la poblaciéon mestiza
mexicana es de 0.85%. Es de llamar la atencion que sélo 31% de los portadores de la
RPCA fueron portadores de la mutacion Leiden. La prevalencia de la RPCA adquirida
alcanz6 1.33%. Nuestros resultados muestran una prevalencia baja de la RPCA y de la

mutacién Leiden en México. Hemos confirmado que ni la RPCA ni la mutaciéon Leiden



afectan a los indigenas mexicanos. Excepto la mutacién Leiden, no existen otras
mutaciones en el gen del FV responsables del fenotipo de la RPCA. La RPCA en su

variante adquirida es casi dos veces mas prevalente que la variante hereditaria.

Palabras clave: mutacién Leiden del factor V, Resistencia a la proteina C activada,

trombosis, indigenas americanos.



ABSTRACT

Thrombosis is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide. Activated
protein C resistance (APCR) is the single most common cause of hereditary
thrombophilia, the majority of these cases due to FV Leiden mutation. An APCR
phenotype without association with FV Leiden has been described. We evaluated the
characteristics of these two phenomena in a transversal, observational, non-randomized
study of Indigenous and Mestizo Mexican populations. We included healthy adult men
and women. APCR assay was performed using two commercially available kits (Stago
APC-R® and Coatest® APC Resistance V). FV Leiden assay was performed according
to the procedure accepted worldwide. We analyzed 4,345 samples, including 600
Mexican natives from 19 ethnical groups. Prevalence of APCR was 0% in Indigenous
population. APCR was found in 82 Mestizos (51 women and 31 men). In the latter
population, APCR test was performed again using both assays, and 50 subjects had a
negative test. Thirty two subjects remained positive, all FV Leiden carriers. Therefore,
prevalence of FV Leiden in Mestizo Mexican population is 0.85%. It is noteworthy that
only 31% of carriers of APCR were carriers of FV Leiden. Prevalence of acquired APCR
reached 1.33%. Our results show a very low prevalence of APCR and FV Leiden in
Mexico. We confirmed that neither APCR nor FV Leiden affect Native Mexicans. Except
for FV Leiden, there are no other mutations in the FV gene responsible for the APCR

phenotype. Acquired APCR is nearly twice as prevalent as the inherited variant.

Key Words: FV Leiden, Activated Protein C Resistance, Thrombosis, Native Americans



INTRODUCCION.

Los fendmenos tromboembdlicos, que en los paises desarrollados tienen una incidencia
anual de 1/1000, son un grave problema de salud causantes de altos indices de
incapacidad fisica y morbimortalidad asociadas (1,2). Desde este punto de vista, la
enfermedad trombdtica en todas sus manifestaciones es la causa lider de muerte y
mortalidad en todo el mundo (1,2).

Normalmente, el balance entre los anticoagulantes y procoagulantes favorece a los
primeros: la sangre se mantiene liquida. Cuando aparece una lesion vascular, el
sistema anticoagulante es inhibido y los procoagulantes prevalecen, permitiendo el
fendmeno de la coagulacion. En respuesta a una lesion vascular, la union del factor VIi
(FVII) al factor tisular expuesto en el subendotelio inicia una serie de reacciones que
generan trombina (3,4). La trombina activa plaquetas, convierte fibrinbgeno en fibrina y
activa al FVIII y al FV. Estos ultimos factores, ya activados, se unen a plaquetas y
sirven como receptores/cofactores de los factores Xa y IXa, respectivamente (5). FVa 'y
FVIlla aumentan la eficiencia catalitica de sus enzimas >1,000 veces (5). En el sitio de
la lesion, la amplificacion de la hemostasia genera trombina que transforma al
fibrinbgeno en fibrina. En el vaso intacto la trombina promueve la activacion del sistema
anticoagulante de la proteina C (PC) (6,7), al unirse con gran afinidad a su receptor
endotelial, la trombomodulina. La trombina unida a la trombomodulina se convierte en el
activador mas potente de la PC. La PC activada (PCA), cataliza e inactiva al FVa y al
FVIlla unidos a los fosfolipidos de las membranas de las células adyacentes a la lesion
lo que resulta en la inhibicion y regulacion de la hemostasia (Figura 1). La proteina S

(PS) es el cofactor fisiologico de la PCA y tanto ésta como el FV aumentan la actividad



de la PCA (8,9). La actividad plasmatica de la PCA se regula lentamente por inhibidores
de proteasas (10). Los puntos clave en la funcion de la PCA son su vida media
prolongada y su alta especificidad por FVa y FVllla. Estos dos son glicoproteinas
homologas (11). Ambos se sintetizan en el higado y el endotelio como zimégenos. Si
estos factores activados se unen a la membrana celular se degradan especificamente

por la PCA mientras que inactivos son sustratos pobres para la PCA.
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Figura 1. La via intrinseca de la hemostasia y su regulacién por el sistema de la PC. La
trombina procoagulante generada en esta via se convierte en anticoagulante al unirse
en el endotelio a la trombomodulina (Tm). Asi, la PC es activada. En presencia de FV y
su cofactor la PS, la PCA inhibe (lineas punteadas) a los dos factores aceleradores de
la via intrinseca: FVllla y el FVa. De esta manera, la trombina se autorregula mediante
el sistema de la PC. (PK: precalicreina; CAPM: cinindgeno de alto peso molecular).



El sistema anticoagulante de la PC se forma por tres proteinas: PC, trombomodulina y
PS (Figura 1). La PC es un zimogeno que depende de la vitamina K para su produccion
hepatica. Se convierte en una proteasa de serina con actividad anticoagulante luego de
activarse (12). La trombina unida a la trombomodulina rompe a la PC cerca de su regién
N terminal liberando un péptido de 12 aminoacidos y exponiendo el sitio catalitico de la
molécula (6,12). La trombomodulina es una glicoproteina endotelial con gran afinidad
por la trombina (Kd=3nM) (6,7). La trombina unida a la trombomodulina es, al menos,
20,000 veces mas eficiente en activar a la PC que la trombina libre (6). La gran
concentracion de trombomodulina endotelial en la microcirculacion permite concentrar
una gran cantidad de trombina anticoagulante a este nivel (7). La PS es una proteina
plasmatica que también requiere vitamina K para su produccion y que, a diferencia de
las demas proteinas del sistema de coagulacién, no es una proteasa de serina (6,8,9).
Casi 60% circula unida a la proteina de unién del factor C4b del complemento y sélo su
forma libre funciona como factor para la PCA (13). La PS aumenta la uniéon de PCA a
los fosfolipidos de la membrana. Hay una sinergia paraddjica entre la PS y el FV, ya
que ambos aumentan la eficiencia de la PCA (9). Asi, en presencia de PS y FV, la PCA
inactiva al FVIlla mientras que la PCA sola o con FV es ineficiente y la unién de PCA
con PS es menos potente en ausencia de FV.

La formacién del coagulo es un mecanismo inmediato de defensa. Sin embargo, la un
coagulo puede terminar en una respuesta anormal o patoldgica (trombo), especialmente
cuando el sujeto se encuentra bajo ciertas condiciones especiales como cirugia,
fracturas, estados inflamatorios, inmobilizacién, embarazo, entre otras. Estas
asociaciones demuestran que existen multiples factores en la patogénesis de las

trombosis (14,15). No obstante, con frecuencia aparecen otros tipos de trombosis en las



que no hay asociacion directa clara con un evento fisiopatolégico subyacente y en las
que existe un componente de origen familiar muy evidente. Estos hechos sugieren un
factor genético importante para este tipo de entidades.

El estado de predisposicion a la trombosis o trombofilia puede ser hereditario o
adquirido. Los estados hereditarios se generan por la deficiencia funcional o cuantitativa
de diversas proteinas, la mayoria de ellas anticoagulantes naturales: antitrombina, PC,
PS, plasmindgeno, etc. Sin embargo, todas estas deficiencias juntas soélo explican entre
el 5y el 10% de todas las trombosis (14-16). La relevancia del sistema de la PC queda
de manifiesto desde el momento en que un porcetaje alto de las trombosis espontaneas
tiene alteraciones en este sistema. La deficiencia de PC causa entre 2 y 5% de todas
las trombosis en el mundo (16), aunque si se consideran solamente a los sujetos
jovenes, entonces se asocia hasta con 15% de los eventos trombdticos (17). En
portadores de este defecto, el riesgo de sufrir una trombosis antes de los 40 afios es de
50% (18). A pesar de que el mecanismo de accion exacto de la PS no esta totalmente
dilucidado, su importancia como anticoagulante natural también queda clara por su
asociaciéon con trombosis (aunque menos frecuentemente), en aquéllos casos con
deficiencia hereditaria de esta proteina (1,19).

Recientemente, se describi6 un fendmeno hereditario en el que existe una
refractariedad al efecto anticoagulante de la PCA, un mecanismo importante en la
génesis de la trombofilia (20). En la mayoria de los casos, esta resistencia al efecto
anticoagulante de la PCA (RPCA) se origina de una mutacion puntual en el gen del FV,
mutacién que hace menos sensible a este factor a la inactivacion natural por la PCA.

Por algun tiempo, muchos pacientes con trombosis fueron errbneamente
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diagnosticados como portadores de deficiencia funcional de PS (tipo Il) (21), ya que en
ambos casos, el problema es una baja actividad de la PCA.

La RPCA se reconoce en muchos paises como la causa mas comun de trombofilia
hereditaria (21,22,23-26). Se considera que la mayoria de casos con RPCA son
debidos a una mutacién puntual en el gen del FV denominada mutacién Leiden (FV
Leiden) o bien, aunque con mucha menor frecuencia, puede estar determinada por
algunas otras mutaciones en el gen de este factor hemostatico (27). En un porcentaje
variable de los casos, no existe una explicacion genética para explicar la aparicion del
genotipo de la RPCA vy, por otra parte, la ocurrencia de este fenotipo se asocia a
diversas entidades nosoldgicas no hereditarias. La importancia de estas asociaciones
especificas parece crucial ya que estos mismos fendmenos patolégicos se asocian
ampliamente con fendmenos trombdticos. Ademas, la RPCA puede estar presente en
un individuo sin que se tenga noticia del fenotipo trombdético, un hecho que eleva el
riesgo trombogénico para este grupo de sujetos. Por lo tanto, esta variedad de RPCA
no asociada a un genotipo hereditario, también denominada variedad adquirida de la
RPCA, puede ser un factor importante -aunque muy poco reconocido- para elevar el
riesgo de trombosis (28).

El cADN para el FV tiene cerca de 7 Kb (5). Codifica para un péptido lider de 28
aminoacidos y una proteina madura de 2,196 aminoacidos. La secuencia 3" no
codificadora contiene una secuencia tipica AATAAA que funciona como una seifal de
poliadenilacion (29). ElI gen codificador para el FV esta localizado en el cromosoma
1921-25 dentro de 300 Kb de genes para la familia de selectinas de las moléculas de
adhesion de leucocitos (30). El gen del FV se abre a lo largo de mas de 80 Kb de ADN

y consiste de 25 exones (31). Estos exones tienen un tamafo que varia desde 72 a
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2,820 pb. La organizacion del gen del FV muestra una impresionante homologia con el
del FVIII aunque este ultimo es mas grande. La comparaciéon de las secuencias de
ambos genes muestra que 21 de las uniones exoén/intrén ocurren exactamente en la

misma localizacion en la secuencia de aminoacidos (Figura 2).
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Figura 2. El gen del FV de la hemostasia.

El FV de la hemostasia es una proteina de 330,000 Da que participa en las fases finales
de la fase fluida de la hemostasia. Se sintetiza como una molécula de cadena unica en
el higado y megacariocitos y circula en la sangre como cofactor inactivo (32). Cerca del

25% del FV en la sangre esta presente en los granulos a de las plaquetas y el resto
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circula libre en el plasma (33). ElI FV funciona como cofactor en la conversion de
protrombina en trombina, una reaccion que es catalizada por el FX y que ocurre en
presencia de calcio y fosfolipidos. Antes de participar en la fase fluida de la hemostasia,
la proteina unica de 2,196 aminoacidos es proteolizada por la trombina (5). Los sitios en

donde la trombina cataliza al FV para su activacién son Arg709, Arg1,018 y en Arg1,545

(Figura 3).
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Figura 3. El FV de la hemostasia. Se muestra la proteina en su estado monomérico
inactivo, el rompimiento mediado por la trombina para generar la enzima activa y los
rompimientos dependientes de la misma trombina necesarios para su inactivacion.
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El FV contiene diversas repeticiones internas altamente homodlogas con algunas
presentes en el FVIIl y en la ceruloplasmina (34). Cada una de estas tres proteinas
contiene tres dominios A compuestos por cerca de 350 aminoacidos. Los dominios A en
el FV y FVIII son 30% homdlogos a los tres dominios A presentes en la ceruloplasmina.
Los dominios A segundos Yy terceros estan separados por regiones largas de conexion.
La region de conexion en el FV tiene 836 aminoacidos y se localiza entre los
aminoacidos 710 y 1545. Esta region se caracteriza por la presencia de multiples
cadenas de oligosacaridos ligadas a la region N-terminal y por un gran contenido de Thr
y Ser. Esta region también contiene dos repeticiones en tdndem de 17 aminoacidos y
31 repeticiones en tdndem de 9 aminoacidos. El tercer dominio A del FV y en el FVIIl es
seguido por dos dominios C los cuales estan formados por cerca de 150 aminoacidos.
La homologia entre ambos es de hasta 50% (Figuras 3 y 4). En vista de las grandes
similitudes entre la secuencia de aminoacidos y la organizacién genética de los factores
V y VI, es claro que estas dos proteinas asi como la ceruloplasmina evolucionaron del

mismo ancestro.

FV LA H A H B e | A3 HCT|HCZ

FVIII A1 H A2 H B JH A3 HCiHC?2

Ceruloplasminal A1 H A2 H A3 |

Figura 4. Homologia entre los factores V y VIl y la ceruloplasmina.
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La mutacién Leiden del FV (FVLei) y su resultado fenotipico, la RPCA, son la causa de
trombosis familiar mas importante en todo el mundo (21,23-26). El FVLei se genera por
una mutacion puntual en un nucleétido CpG del gen del FV lo que traduce la sustitucion
de Arg por GIn en la posicién 506 (R-506-Q) (23,35-37) (Figura 4). La PCA rompe e
inactiva al FVa exactamente en Arg506 (38). Como resultado, el FV mutante tiene la
misma capacidad procoagulante del FV normal pero es mucho menos sensible a su
inhibidor fisiolégico, la PCA. La inactivacion deficiente del FVa resulta en la
estabilizacién del complejo de protrombinasa (FXa, FVa, fosfolipidos y Ca++), aumento
en la generacion de trombina y fibrina e incremento de la activacién de la coagulacién,
es decir, se produce un estado trombofilico permanente. Ya que 50% de los familiares
de pacientes con trombosis y FVLei son portadores de la misma mutacién, se considera
que el modo de transmisidn de la mutacion es autosdmico dominante.

El fenotipo de la RPCA, tanto la que resulta de alguna mutacion del gen del FV como la
que aparece de manera adquirida, se establece mediante una prueba coagulométrica
(es decir, una prueba que mide el tiempo en que una muestra plasmatica tarda en
coagular luego de su recalcificacién), denominada tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTPa). En términos generales, la prueba mide el efecto anticoagulante de
PCA anadida al plasma. Normalmente, el TTPa se prolonga ya que la PCA inhibe al
FVa y al FVllla. En contraste, los pacientes con FVLei mantienen el TTPa “normal" o
acortado a pesar de la PCA exdgena. Esta "resistencia" al efecto anticoagulante de la
PCA se comprueba afadiendo FV normal al plasma problema lo que prolonga el TTPa.
Se desconoce el mecanismo por el que ocurre esta correccién de la prueba (39,40). Por

otra parte, el adicionar a un plasma normal el plasma de un sujeto con RPCA resulta en
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acortamiento del TTPa (35,41). La prueba es muy confiable para diagnosticar RPCA si

se estandariza adecuadamente (Figura 5).

4 -
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Figura 5. El efecto “resistencia a la proteina C activada”. En condiciones normales, la
adicion de la PCA (un anticoagulante natural), prolonga el TTPa (circulos). Sin
embargo, en la RPCA el efecto sobre el TTPa no se observa (cuadros).

En pacientes con trombosis, se estima que la frecuencia de FVLei llega a 50% mientras
que en la poblacion general oscila entre 0.0 y 13.3%. Esto tiene un significado clinico ya
que las deficiencias de los anticoagulantes naturales PC, PS y AT sdlo explican 5-10%

de las trombosis (42) (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de los estados trombofilicos mas comunes en México y en el
resto del mundo entre pacientes con trombosis venosa profunda.



16

TVP en el mundo (%) TVP en México (%)

Deficiencia de AT-IlI 1-2 1
Deficiencia de PC 2-3 5
Deficiencia de PS 2-3 2
FVLei / RPCA 10-60 39
HHC 10-20 35
Protrombina 20210A 5-6 3
Fvillt 10-15 ?

Lancet 1999;353:479; Am J Hematol 1999;60:1 Hematol1999;60:1

Veinticinco por ciento de los familiares de enfermos con RPCA sufren una trombosis
antes de los 50 afos (42). Casi 60% de mujeres embarazadas que sufren una
trombosis tienen RPCA (43). Los homocigotos para RPCA (15% de los pacientes) y los
heterocigotos tienen un aumento del riesgo de trombosis de entre 50 y 100 y de entre 5
y 10 veces, respectivamente. Mas de 80% de los casos con trombosis familiar por
RPCA tienen FVLei, aunque otras mutaciones del mismo gen causan RPCA (pero son
infrecuentes) (27). Como ya se menciono, existen casos en los que existe RPCA sin
evidencia de alguna mutacion en el gen del FV, fendbmeno denominado RPCA
adquirida. Se sugiere que puede existir un porcentaje alto de sujetos sin antecedentes o
alteraciones clinicas evidentes (“sanos”) y que son portadores de RPCA adquirida.

La alta frecuencia del FVLei en algunos paises y razas y su relacion con el aumento del
riesgo de trombosis hicieron que se comenzara a sugerir la necesidad de descartar esta
alteracion en candidatos a cirugia, en mujeres que inician anticonceptivos orales o en el

protocolo de control del embarazo. Sin embargo, ya que las frecuencia en poblaciones
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"sanas" es muy variable (Tabla 2) (44) y ya que no se ha demostrado un buen costo-

beneficio para estas estrategias, las propuestas no han progresado (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias de FVLei en el mundo.

Pais o Etnia % Pais o Etnia %
EUROPA MEDIO ORIENTE
Reino Unido 3.4 Arabia Saudita 0
5.6 2.5
8.8 Judios Azkenazi 4.9
2.9 Judios Iraquies 7.6
Irlanda del Norte 5.9 Judios Marroquies 4.7
Islandia 4.1 Judios Iranies 0.7
Holanda 2.9 Judios de Yemen 0.8
Francia (Lille) 0.6 Arabes israelies 12.8
9.6
2.9 AFRICA
2.2 Kenia 0
8.6 Senegal 0
3.2 Zambia 0
5.6 Africa Sub-Sahariana 0
Finlandia 29 Etiopia 0
Alemania 4.3
7.9 ASIA
7.1 Indonesia 0
7.7 Corea 0
Italia 2.6 Japoén 0
2.9 Taiwan 0
2.5 Mongolia 0
3.0 Hong Kong 0
Grecia 13.3 China 0
6.3 Pakistan 0
Turquia 9.1 India 2.0
Suecia 10.8 4.2
111 Nepal 1.8
Rusia 34 Sri Lanka 0
ESPANA 3.7 Dagestan 7.6
Kasistan 2.0
AMERICA
Canada 5.6 INDIGENAS AMERICANOS
8.8 Indios de Vancouver 0
Estados Unidos 6.0 Cayapa 0
6.7 Pima 0.3
5.2 De Estados Unidos 1.2
Hispanos 2.2 Incas 0
Afroamericanos 1.0 Amazodnicos 0
Afroamericanos 14 Esquimales 0
Afroamericanos 1.2
Asiaticos 04 OCEANIA
Brasil 2.0 Australia 3.9
Afroamericanos 0.7 Indigenas australianos 0
Argentina 2.5 Indigenas de Nueva Guinea 0
Polinesia 0.5
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De Stefano V, Chiusolo P, Paciaroni K. Leone G. Epidemiology of FV Leiden: Clinical implications. Semin
Thromb Hemost 1998;24:367-379.

Hace algunos afios, Cesarman y cols., encontraron en una poblacién indigena
mexicana una frecuencia de FVLei de 0.1% (45). Sin embargo, aunque de interés, esta
informacion carece de valor epidemiolégico por el tamafio minimo de la muestra (19
individuos). Por otra parte, en América Latina sélo hay dos referencias acerca de la
frecuencia de esta mutacién. En una poblacion indigena peruana y en otra amazonica
se encontr6 una frecuencia de 0% (45), mientras que en la poblacion mestiza Argentina,
la frecuencia de la mutacion es 2.5%, muy similar a la mayoria de las poblaciones

europeas (46).
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JUSTIFICACION.

En nuestro pais, los fendbmenos tromboéticos son tan frecuentes y devastadores como
en todos los paises del mundo. A este respecto, nuestros datos epidemioldgicos no son
diferentes de los que se encuentran en otras poblaciones por lo que los fendmenos
tromboembdlicos también son un problema de salud grave. Por ejemplo, s6lamente en
el Instituto Mexicano del Seguro Social y de acuerdo a los diagndsticos mas frecuentes
durante 1994 (47), se registraron 2,088 nuevos casos bajo los rubros “enfermedades
cerebrovasculares" e "infarto cerebral" (excluyendo los apartados "hemorragia
intracerebral y otras hemorragias intracraneales"), con una letalidad inmediata del
17.32%. Quince por ciento de los casos ocurrieron en individuos menores de 54 anos,
es decir, en edad productiva. Por esta patologia, se registraron 8,130 hospitalizaciones
representando 11,173 dias/cama con un costo cercano a 26 millones de pesos (47), sin
tomar en cuenta gastos por incapacidad laboral temporal y permanente, medicamentos
del paciente internado y ambulatorio, fisioterapia, métodos auxiliares de diagnostico,
etc. Debe subrayarse que estos son datos de un afio, en una institucion y de una
patologia trombdtica (infartos cerebrales) ya que existen otras condiciones asociadas
con tromboembolismo con el mismo impacto médico y socioecondmico: trombosis
venosa profunda, tromboembolia pulmonar, un porcentaje de infarto agudo de
miocardio, trombosis visceral, etc.

Por todo lo expuesto anteriormente, es necesario contar en nuestro pais con estudios
que nos indiquen cuales son las medidas de escrutinio trombogénico mas elementales

para llevar a cabo una prevencion mas adecuada de los fendmenos trombdticos.
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Al observar las frecuencias de la mutacion FVLei en el mundo, se aprecia que las mas
altas se encuentran en Europa y el Medio Oriente. A medida que se mira hacia el
Oriente, se aprecia de inmediato una disminucién importante en la frecuencia de la
mutacion. Sobre la base de la teoria de la migracion hacia América a través del
Estrecho de Behring, seria posible hipotetizar que, si la frecuencia en las poblaciones
indigenas americanas es tan baja como en las poblaciones asiaticas, la mutacion
desaparecié a medida que las migraciones fueron sucediendo. Si la mutacion tiene una
incidencia mas alta entre los mestizos mexicanos, entonces se podra sugerir que la
mutacién fue importada a América, posteriormente, en el transcurso de la colonizacion.
Los datos arrojados por esta investigacion permitirian determinar si la busqueda
intencionada del FVLei o de la RPCA debe ser una prioridad tanto en la atencion clinica
como en los programas de salud publica de nuestro pais. Los datos arrojados por la
investigacion permitirian determinar con fundamento si se requieren medidas
preventivas especificas para limitar el impacto de estas dos trombofilias sobre la
prevalencia de la trombosis en nuestra poblaciéon. Esto es importante porque, como se
discute en la introduccién, ademas de ser devastadores desde el punto de vista clinico,
familiar y humano, los eventos trombéticos también implican una enorme erogaciéon
econdmica, no solo con relacion a los costos de atencion médica sino también en
cuanto a dias e ausencia laboral, incapacidades econdmicas, etc.

Finalmente, ya se menciond la posibilidad de que exista un porcentaje de individuos sin
antecedentes patoldgicos o alteraciones clinicas evidentes pero portadores de la RPCA.
Los sujetos con este tipo de RPCA adquirida serian portadores de un estado
trombofilico latente de alto riesgo ya que en ellos nunca se estableceria sospecha

clinica o epidemiolégica para un fendbmeno trombdético. Aun contando con el mejor
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laboratorio de escrutinio hemostatico, el diagnodstico etioldégico de una trombosis
espontanea solo se logra en el 50% de los casos. Por lo tanto, conocer la prevalencia
de esta variante adquirida de RPCA en la poblacion abierta mexicana (sujetos “sanos”),
permitiria saber si es lo suficientemente frecuente para intervenir en la génesis de las
trombosis espontaneas en las cuales, sélo en la mitad, se llega a un diagndstico final.

Debido a la importancia de la RPCA y el FVLei en la patogénesis de la trombosis y ya
que el impacto epidemiologico de este estado protrombdtico no ha sido claramente
establecido en México, el objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas de

estos dos fendmenos en una muestra de la poblaciéon mexicana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

General:

¢ Cual es la prevalencia del FVLei y de la RPCA, hereditaria y adquirida, en una
muestra de la poblacién mexicana?

Especificos:

1. ¢Cual es la prevalencia del FVLei en una muestra de la poblacibn mexicana
indigena?

2. ;Cual es la prevalencia de la RPCA hereditaria secundaria al FVLei en una muestra
de la poblacion mexicana indigena?

3. ¢ Cual es la prevalencia de la RPCA adquirida en la poblacion mexicana indigena?

4. ;Cual es la prevalencia del FVLei en una muestra de la poblacion mexicana mestiza?
5. ¢ Cual es la prevalencia de la RPCA hereditaria secundaria al FVLei en una muestra
de la poblacién mexicana mestiza abierta?

6. ¢Cual es la prevalencia de la RPCA adquirida en una muestra de la poblacion

mexicana mestiza?
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HIPOTESIS.

General:

Las prevalencias del FVLei y de la RPCA hereditaria y adquirida, son menores en una
muestra de la poblacién mexicana que en otros grupos étnicos.

Especificas:

1. En una muestra de la poblacién mexicana indigena, la prevalencia del FVLei es
menor que en otros grupos étnicos.

2. En una muestra de la poblacion mexicana indigena, la prevalencia de la RPCA
secundaria al FVLei es menor que en otros grupos étnicos.

3. En una muestra de la poblacion mexicana indigena, la prevalencia de la RPCA
adquirida es menor que en otros grupos étnicos.

4. En una muestra de la poblacion mexicana mestiza, la prevalencia del FVLei es mayor
que en la poblacidon mexicana indigena pero menor que en otros grupos étnicos.

5. En una muestra de la poblacion mexicana mestiza, la prevalencia de la RPCA
secundaria al FVLei es mayor que en la poblacion mexicana indigena pero menor que
en otros grupos étnicos.

6. En una muestra de la poblacidn mexicana mestiza, la prevalencia de la RPCA

adquirida es menor que en otros grupos étnicos.
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OBJETIVOS.

General:

Determinar las prevalencias del FVLei y de la RPCA hereditaria y adquirida en una
muestra de la poblacién mexicana, indigena y mestiza.

Especificos:

1. Determinar la prevalencia del FVLei en una muestra de la poblacion mexicana
indigena.

2. Determinar la prevalencia de la RPCA secundaria al FVLei en una muestra de la
poblacion mexicana indigena.

3. Determinar la prevalencia de la RPCA adquirida en una muestra de la poblacion
mexicana indigena.

4. Determinar la prevalencia del FVLei en una muestra de la poblacion mexicana
mestiza.

5. Determinar la prevalencia de la RPCA secundaria al FVLei en una muestra de la
poblacion mexicana mestiza.

6. Determinar la prevalencia de la RPCA adquirida en una muestra de la poblacion

mexicana mestiza.
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METODOLOGIA.

A. Universo de trabajo.

Poblacién abierta de sujetos sin enfermedades conocidas (“sanos”), de ambos sexos,
adultos, provenientes de diversos grupos mestizos e indigenas residentes en la
Republica Mexicana.

B. Tipo de estudio.

Estudio transversal, observacional, descriptivo, no controlado y no aleatorio en una
muestra de la poblacién mexicana mestiza e indigena.

C. Descripcion de las variables.

* Grupo étnico.

* Presencia de la mutacion FVLei.

* Presencia de la RPCA hereditaria secundaria al FVLei.

* Presencia de la RPCA adquirida.

* Grupo sanguineo ABO y Rh

D. Descripcién operacional de las variables.

* Grupo étnico: descripcion del grupo étnico del cual procede la muestra.

Expresado nominalmente: grupo étnico.

* FVLei: presencia de fragmentos del gen del FV de 67 y 200 pb.

Expresado en una escala cualitativa nominal: si, no.

* RPCA hereditaria: presencia de un cociente estandarizado para RPCA mayor de 0.85
(el valor puede variar dependiendo de la estandarizacion final de la prueba en nuestro
laboratorio), en sujetos con la mutacion FVLei.

Expresado en una escala cualitativa nominal: si, no.



26

* RPCA adquirida: presencia de un cociente estandarizado para RPCA mayor de 0.85
(el valor puede variar dependiendo de la estandarizacién final de la prueba en nuestro
laboratorio), en sujetos sin la mutacién FVLei y que en un segundo escrutinio no
presenten la prueba positiva.

Expresado en una escala cualitativa nominal: si, no.

* Grupo sanguineo ABO y Rh: presencia de cualquiera de los grupos sanguineos,
positivos o negativos, que se obtienen con los grupos sanguineos ABO y Rh.
Expresado en una escala nominal: A, B, AB, O, positivos 0 negativos.

E. Seleccion de la muestra.

E.1. Tamafio.

Para detectar frecuencias de 2% con un 95% de intervalo de confianza (IC95%) y
considerando que la poblacion mexicana era de 100 millones de habitantes, se obtuvo
una muestra de 4,200 sujetos. Se considerd un 10% extra para reposicion de pérdidas.
Debido a que 85% del mestizaje en México es espafol, muestreamos a la poblacion
mestiza manteniendo esta proporcion. Ya que, aproximadamente, 12% de la poblacion
mexicana es indigena (48), intentamos estudiar un total de 504 indigenas.

E.2. Grupos de estudio.

E.2.1. Poblacion indigena.

Para participar en el estudio, los sujetos indigenas debian pertenecer a uno de los
multiples grupos étnicos que habitan la Republica Mexicana. Se consideraron indigenas
cuando cumplieron todos los siguientes criterios: a) hablar una lengua nativa como
primer lenguaje (espafol como segunda lengua); b) vivir en una poblacién indigena; c)

considerarse a si mismo como indigena y; d) ser portador de grupo sanguineo O
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Rh(o)D-positivo (49). Si se sospechaba una mezcla interétnica el sujeto continuaba
siendo elegible.

Ya que se sabe que los grupos indigenas de nuestro pais son portadores en el 100%
de los casos del grupo sanguineo O Rh+ (49), se determind el grupo sanguineo en
todas las muestras provenientes de estos grupos para apoyar la evidencia de no
mestizaje que se obtuvo con el cuestionario que se muestra en el Apartado 1. Para
esto, la determinacion del grupo sanguineo ABO y Rh se realizé conforme a las
técnicas mundialmente aceptadas para tal efecto utilizando equipos comerciales.

E.2.2. Poblaciéon mexicana mestiza.

Por otra parte, todo sujeto mestizo radicando en la Republica Mexicana fue elegible
para ingresar en el estudio. Excluimos a los sujetos sin evidencia de mestizaje en al
menos uno de los padres. Ademas, excluimos a los sujetos con antecedentes de
enfermedad trombodtica o hemcofilia; a aquéllos con historia familiar de trombosis o
enfermedades hemorragicas; a los pacientes con enfermedad hepatica; a aquéllos con
alcoholismo moderado a grave y a los portadores de desnutricion moderada o grave.
Finalmente, excluimos a toda mujer ingiriendo anticonceptivos orales.

a. Individuos de mestizaje espafol.

b. Individuos de mestizaje italiano.

c. Individuos de mestizaje libanés.

d. Individuos de mestizaje negro.

e. Individuos de mestizaje oriental.

f. Individuos de mestizaje francés.

g. Individuos de mestizaje europeo en general.

E.3. Criterios de inclusion.
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* Pertenecer al grupo étnico al cual se esta estudiando (Apartado 1).

* Mayores de 18 anos.

* Sanos (sin enfermedad conocida).

E.4. Criterios de no inclusion.

* Muestro previo de un familiar directo.

* Antecedente de hemorragia repetitiva.

* Antecedente de alteracion hemostatica.

* Antecedente de hepatopatia o alcoholismo.

* Desnutricion moderada a grave.

E.5. Criterios de exclusion.

* Evidencia de mestizaje en el caso de poblaciones indigenas.

* Evidencia de no mestizaje en el caso de poblaciones mestizas.

* Grupo sanguineo ABO diferente del O+ en poblaciones indigenas (49).

F. Procedimiento.

Con la intencion de colectar el numero total de muestras sanguineas de acuerdo al
tamano de la muestra calculada, reclutamos individuos a partir de tres fuentes mayores,
a saber: bancos de sangre gubernamentales (BS), universidades (Us) y organizaciones
no gubernamentales (ONGs). En cada caso, se establecié un contacto directo con la
organizacion fuente de individuos desde varias semanas antes de la toma de las
muestras. En el caso de los BS, a cada individuo se le dio informacién cuidadosamente
acerca de la naturaleza del estudio el mismo dia de la toma de la muestra y hasta
entonces se le solicitd participar en el estudio. La muestra, en estos casos, siempre se
obtuvo inmediatamente antes de la donacién. Para las Us y las ONGs se envi6 la

informacion adecuada para ser distribuida entre los candidatos a participar varias
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semanas antes de la toma de las muestras. El dia del muestreo, los participantes fueron
nuevamente informados acerca de la naturaleza del estudio. Un total de 136 ONGs nos
ayudaron en la coleccion de muestras incluyendo sindicatos y asociaciones asociadas
con la salud, ambientalistas, culturales, deportivas, médicas, profesionales, religiosas y
sociales. Estas organizaciones fueron trascendentales especialmente para lograr la
recoleccion de muestras en las comunidades indigenas.
El punto mas importante en el desarrollo de este proyecto fue la toma de muestras.
Como se describe en los grupos de estudio, el tamafio de la muestra era suficiente
para tener una representatividad verdadera de la mayoria de las poblaciones indigenas
y mestizas del pais y con ello, sugerir la frecuencia del FVLei y de la RPCA en nuestra
poblacion. Para tal efecto, las consideraciones tacticas fueron las siguientes:

a. Primero las poblaciones indigenas.

b. Primero las poblaciones mas alejadas.

c. Primero las poblaciones de acceso mas dificil.

d. Plan de muestreo de 48 horas preferentemente (fines de semana).

e. Plan para la movilizacion a cada uno de los muestreos: automavil, avion, etc.

f. Plan para el alojamiento del equipo en cada una de las tomas.

g. Plan para la alimentacién del equipo en cada una de las tomas.
La coleccién de las muestras de la poblacién indigena fue, sin duda, el punto mas
complejo del estudio por las caracteristicas sociales y culturales de estas poblaciones y
por la dificultad que represento el arribo a la zona de muestreo. El grupo de trabajo se
dirigié a la zona previamente establecida en dias no habiles con el propdsito de facilitar
el escrutinio. En los lugares escogidos, los cuales fueron previamente sensibilizados

para la muestra por los organismos cooperadores previamente sefnalados, se procedio
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a la busqueda de voluntarios que reunan las condiciones requeridas en la hoja de datos
anexo (Apartado 1). Como se asentd, nunca se tomd mas de una muestra por familia.
De los casos que reunian los criterios de inclusion, se obtuvieron 4 muestras
sanguineas mediante venopuncion en el brazo utilizando tubos de vidrio al vacio
siliconizados (Vacutainer, Beckton Dickinson, Rutherford, NJ, USA). Una de las
muestras se colecto en EDTA para obtener el concentrado leucocitario. Las tres
muestras restantes se colectaron en citrato de sodio 0.109 M (9:1, sangre:
anticoagulante, vol/vol) para obtener el plasma. La obtencion del plasma y de la capa
leucocitaria se logré mediante la centrifugacion de los tubos de coleccién a 2,000g por
15min. Una vez centrifugada, de la muestra con EDTA se obtuvo la capa leucocitaria
mediante aspiracion cuidadosa del plasma localizado encima del botén celular con una
pipeta Pasteur de plastico desechable. La capa leucocitaria obtenida se coloco
inmediatamente en tubos Eppendorf de 1.5mL para su congelamiento rapido y
conservacion en hielo seco hasta su procesamiento. El plasma pobre en plaquetas se
obtuvo mediante centrifugacion de la muestra con citrato de sodio y aspirando el
plasma utilizando una pipeta Pasteur desechable de plastico, poniendo especial
cuidado en no contaminar la muestra con plaquetas. Luego de aspirar el plasma, las
muestras se guardaron inmediatamente en hielo. Tanto los plasmas como los
concentrados leucocitarios se almacenaron a -70°C ya que asi se pueden almacenar
indefinidamente. El grupo sanguineo se establecié mediante el uso de los glébulos rojos
de uno de los tubos.

Para llevar a cabo esta parte del proyecto agilmente, se requirié del equipo de trabajo,

5,000 agujas desechables, 4,800 tubos al vacio con EDTA y 14,900 con citrato de
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sodio, 2 centrifugas portatiles, hielo seco y los contenedores de muestras congeladas
para transporte.

F.1. Determinacidn de la resistencia a la proteina C activada.

Se llevd a cabo mediante una técnica descrita y validada ampliamente en la literatura
(20,23,50,51), utilizando un equipo comercial disponible en el mercado (Stago APC-R®,
Diagnostica Stago, Ansnieres, France) que cuantifica el tiempo de coagulacion luego de
la activacion por medio de un veneno de vibora a nivel del FX en presencia de la PCA.
El plasma problema se diluyé 1:20 en plasma deficiente en FV. Utilizamos para esto un
equipo STA-Compaq (Diagnostica Stago, Ansnieres, France). Para realizar la prueba de
la RPCA, los plasmas se descongelaron el mismo dia de su procesamiento y se
mantuvieron en bafio de hielo hasta la realizacién de la prueba. Esta se realizé en dos
tubos (control y problema) incubando en cada uno 100 uL del plasma en presencia de
la tromboplastina parcialmente activada. Se establecié el tiempo en que tardé en
aparecer el coagulo. Para la prueba inicial los resultados se expresan en tiempo de
coagulacion sin referencia al basal sin PCA. Consideramos positiva la muestra para
RPCA cuando el tiempo de coagulacién fue <120seg.

En todo caso en el que la primera prueba de RPCA era positiva, se realizé una segunda
prueba en la cual utilizamos otro equipo comercial y en el que también se realiza una
dilucion 1:4 de la muestra problema con plasma deficiente de FV (Coatest®, APC
Resistance V, Instrumentation Laboratory, Milan, ltalia). Utilizando esta prueba, la
RPCA se considerd positiva cuando el cociente estandarizado de los tiempos de

coagulacion fue <0.84. Esta estandarizacion permite evitar variaciones del
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procedimiento mismo o en la concentraciéon de la PCA (52). Primero se calculd la
sensibilidad del cociente a la PCA en el control y en el problema:

Sensibilidad estandarizada = tiempo de coaqulacion tubo control
tiempo de coagulacion tubo problema

una vez obtenidas ambas sensibilidades, se procedié a estandarizar la prueba en el
plasma problema:

Cociente estandarizado = sensibilidad estandar plasma problema
sensibilidad estandar plasma control

Aunque se ha descrito que el valor normal minimo para los tiempos de coagulacion y
para los rangos estandarizados, se sugiere que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia (52,53).

Siempre que una muestra resultaba positiva para RPCA con ambas pruebas, se
excluyo la posibilidad de que se tratara de un anticoagulante Iupico utilizando también
un equipo comercial comercialmente disponible (Staclot LA® Diagnostica Stago,
Ansnieres, France). En todos los sujetos que tuvieron RPCA, una nueva muestra se
obtuvo al menos 3 meses después de la primera para confirmar el resultado y para
poder identificar a aquéllos individuos que eran posibles portadores de la variante
adquirida de la RPCA. Durante esta segunda fase del estudio, la RPCA fue nuevamente
investigada utilizando los dos equipos comerciales mencionados lineas arriba. En base
a los criterios previamente publicados, consideramos que la RPCA era adquirida en
base a la presencia de RPCA en ausencia de FVLei (28,52).

F.2. Busqueda del FV Leiden.

Se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de Investigacion

Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del HGR Gabriel Mancera de
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acuerdo a la tesis ampliamente descrita y validada en la literatura (35). Para llevar a
cabo el estudio, utilizamos el botén leucocitario obtenido del tubo conteniendo EDTA. El
DNA gendmico se extrajo con un equipo QlAamp blood kit (QIAGEN, Germany) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizd6 en un termociclador Perkin-Elmer. Para amplificar el fragmento
deseado del gen del FV se utilizé como oligonucledtido 5' PR-6967;nt 1581 a 1602 y
como oligonucledtido 3' PR-990;nt 127 a 146 en el intrén 10. Se utilizaron 0.5ug de DNA
en una reaccion que contenia 2mM MgCl, (Perkin Elmer), 0.4mg/mL de albumina de
suero bovino (New England Biolabs), 0.8mM de dNTP's (Promega), 400ng de cada
oligonucleétido, 8% DMSO y 1U de Taq polimerasa en un volumen total de 125uL. El
fragmento obtenido fue de 267 pb. El procedimiento consistid en 30 ciclos a 91°C por
40seg, 58°C por 40sec y 71°C por 2min; este ciclo se repiti6 35 veces. Luego se
procedio a la restriccion enzimatica alelo-especifica del DNA amplificado con la enzima
Mnl-l durante 6h a 37°C. El genotipo del FVLei se identifico mediante electroforesis en
gel de agarosa al 3%. Cada gel fue tehido con 1ug/mL de bromuro de etidio y
visualizado bajo luz UV. Los individuos sin el FVLei se identificaron por la presencia de
las siguientes bandas de acuerdo a su peso molecular: 163pb, 67pb y 37pb. Si el FVLei
estaba presente, sélo dos bandas se visualizaron de acuerdo a su peso molecular: una
de 200pb y otra de 67pb.

F.3. Sede del estudio.

Fue el Hospital General Regional Gabriel Mancera del Instituto Mexicano del Seguro
Social, en el cual se encuentra la Unidad de Investigacion Médica en Trombosis,

Hemostasia y Aterogénesis. Esta unidad cuenta con todos los requerimientos con los
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que se llevo a cabo el almacenamiento de muestras y la realizacion de las pruebas de
RPCA y FVLei. Se contdé con dos quimicos farmacobidlogos y dos técnicos
laboratoristas de la Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y
Aterogénesis durante el tiempo que duroé el estudio.

G. Andlisis estadistico.

Los datos se expresan como frecuencias, promedios y medianas. Ya que este fue un
estudio no aleatorio, llevamos a cabo un andlisis de la distribucion de los individuos
participantes para establecer si existian diferencias entre las poblaciones analizadas
que pudieran afectar los resultados del estudio. Por esta razon, analizamos los
resultados de acuerdo a las tres fuentes principales de reclutamiento de los individuos
participantes: Us, ONGS y BS; los analizamos en términos de edad y sexo y
prevalencia de RPCA adquirida y FVLei. Empleamos una prueba de chi cuadrada para
identificar diferencias entre estas tres fuentes de individuos. Para demostrar diferencias
entre los tres grupos en términos de edad, empleamos una prueba de ANOVA. Los

resultados fueron significativos cuando p<0.05.
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CONSIDERACIONES ETICAS.

Aunque el presente proyecto requiri6 de seres humanos para su realizacion,
unicamente se trabajé con muestras sanguineas de donadores voluntarios previamente
informados acerca del objetivo de la toma de la muestra y bajo su pleno consentimiento,
por lo que no se requirieron consideraciones especiales en este punto.

Antes de la venopuncion, todos los sujetos recibieron informacién oral y escrita en
relacion a las caracteristicas del estudio. Si aceptaban participar, se les pidié que
firmaran un consentimiento informado (si sabian leer y escribir). Les aseguramos
siempre acerca de la confidencialidad de los resultados asi como del uso de las
muestras biolégicas de acuerdo a lo establecido en los principios de la Declaracion de
Helsinki. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y el Comité Local de
Investigacion del HGR Gabriel Mancera y por la Comision Nacional de Investigacion

Cientifica de la Coordinacién de Investigacion en Salud del IMSS.
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RESULTADOS.

Luego de que 5,026 individuos mexicanos sanos fueron invitados a participar en el
estudio, se obtuvieron las muestras sanguineas de 4,345 sujetos de toda la Republica
Mexicana. Las caracteristicas generales se muestran en la Tabla 3. Se cubrieron todos
los estados colectandose muestras de 647 ciudades, pueblos y rancherias.

Los porcentajes para las mujeres y los hombres participantes fueron 51.4% y 48.6%,
respectivamente. La mediana de edad para las mujeres fue de 38.5 afos (rango 18 a
68 afos), mientras que la mediana de edad para los hombres fue de 40.0 afios (rango
18 a 69 anos). Se obtuvieron 600 muestras sanguineas de indigenas mexicanos que
residen en 11 estados de la Republica Mexicana asi como 3,745 muestras sanguineas
de sujetos mestizos. Obtuvimos 380 muestras de mujeres indigenas y 220 de hombres
indigenas con una mediana de edad de 35.5 anos (rango 18 a 56 afos) y de 39 afos
(rango 19 a 57 afios), respectivamente. La mediana de edad para las mujeres mestizas
fue de 40 afios (rango 18 a 68 afios) y de 41 afos (rango 18 a 69 anos) para los
hombres mestizos. Los numeros absolutos y porcentajes de los individuos participantes

en el estudio de acuerdo a cada grupo mestizo se muestran en la Tabla 4.



Tabla 3. Caracteristicas demograficas de 4,345 individuos mexicanos sanos

Poblaciéon mestiza Poblacién indigena
Estado n % Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Aguascalientes 72 1.65 42 30 0 0
Baja California Norte 86 1.97 46 40 0 0
Baja California Sur 20 0.46 5 15 0 0
Campeche 60 1.38 36 24 0 0
Chihuahua 100 2.29 47 53 0 0
Chiapas 180 4.14 110 70 95 55
Coahuila 84 1.93 52 32 0 0
Colima 60 1.38 22 38 0 0
Distrito Federal 774 17.81 368 406 21 19
Durango 110 2.53 24 86 0 0
Estado de México 200 4.61 90 110 21 19
Guerrero 100 2.29 59 41 0 0
Guanajuato 62 1.42 49 13 0 0
Hidalgo 65 1.49 45 20 13 7
Jalisco 205 4.71 107 98 0 0
Michoacéan 100 2.29 60 40 17 13
Morelos 100 2.3 93 7 0 0
Nayarit 96 2.2 50 46 0 0
Nuevo Ledn 287 6.61 135 152 0 0
Oaxaca 184 4.23 80 104 61 39
Puebla 175 4.02 97 78 71 9
Querétaro 130 2.99 106 24 0 0
Quintana Roo 20 0.46 3 17 0 0
San Luis Potosi 140 3.22 59 81 13 7
Sinaloa 80 1.84 40 40 0 0
Sonora 142 3.26 68 74 0 0
Tabasco 160 3.68 72 88 0 0
Tamaulipas 105 2.41 50 55 0 0
Tlaxcala 70 1.61 43 27 18 12
Veracruz 188 4.32 105 83 30 20
Yucatan 110 2.53 37 73 20 20
Zacatecas 80 1.84 35 45 0 0
Total n (%) 4,345 100 1,855 1,890 380 220
(42.7%) (43.5%) (8.7%) (5.1%)
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Tabla 4. Frecuencia de los grupos mestizos

Grupo mestizo n %
Espaniol 3,363 89.8
Negro 157 4.2
Otros europeos 86 2.3
Italiano 42 1.1
Franceés 41 1.1
Libanés 34 0.9
Oriental 22 0.6
Total 3,745 100

Los datos demograficos generales para las poblaciones indigenas se muestran en la
Tabla 5. Se obtuvieron muestras de 19 grupos étnicos. Como se puede apreciar el
numero de muestras provenientes de mujeres fue mayor que el de hombres siendo esto
debido, principalmente, a que las primeras fueron mas accesibles para el muestreo por
cuestiones laborales, esencialmente. El 100% de los sujetos indigenas participantes en

este estudio tuvo el grupo sanguineo O positivo.
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Tabla 5. Caracteristicas de 600 individuos mexicanos indigenas de acuerdo a su
origen étnico

Grupo étnico N %  Mujeres % Hombres %

Nahuatl 90 15 70 11.66 20 3.33
Maya 40 6.66 22 3.66 18 3.0
Zapoteco 50 8.33 35 5.83 15 2.5
Suave 25 4.16 18 3.0 7 116
Mixteco 50 8.33 29 4.83 21 35
Tzotzil 40 6.66 24 483 16 2.66
Tocolobal 30 5.0 22 3.66 8 1.33
Tzetzal 45 7.5 40 6.66 5 0.83
Chanal 10 1.66 10 1.66 0 0
Mame 30 5.0 15 25 15 25
Lacandon 15 2.5 10 1.66 5 0.83
Popoloca 35 5.83 32 5.33 3 05
Zacapoaxtla 10 1.66 8 1.33 2 0.33
Mazahua 20 3.33 18 3.0 2 033
Otomi 15 2.5 5 0.83 10 1.66
Huachil 40 6.66 25 4.16 15 25
Huasteco 15 25 4 0.66 11 1.83
Chinanteco 30 5.0 23 3.83 7 116
Mazatecos 10 1.66 10 1.66 0 0

Total 600 100 420 70.75 180 29.25
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La prevalencia de la RPCA fue 0% en la poblacién indigena estudiada. Entre 3,745
mestizos mexicanos estudiados, la RPCA se encontré en solo 82 individuos (2.18%)
utiizando las dos pruebas antes descritas para RPCA. La Figura 6 muestra la
distribucion de la RPCA a lo largo de todo el territorio nacional. Considerando los casos
con RPCA positiva, estos fueron 51 mujeres y 31 hombres con una mediana de edad
de 37 anos (rangos 18 a 60 afios). En estos sujetos, la prueba de RPCA se llevé a cabo
otra vez utilizando los dos equipos comerciales, de acuerdo a como se describid
anteriormente. En esta segunda muestra, 50 sujetos (1.33%) tuvieron una prueba
negativa (35 mujeres y 15 hombres). Ninguna de estas mujeres tomaba
antriconceptivos orales al momento de hacer la toma de la muestra y ninguno de los 50
sujetos era portador de FVLei. Treinta y dos sujetos (16 hombres y 16 mujeres),
permanecieron con la prueba positiva después de que se les hizo el analisis con el
segundo equipo comercial y todos ellos fueron positivos para el estado herterocigoto del
FVLei. Por lo tanto la relacion entre las prevalencias de RPCA adquirida:hereditaria en
nuestro estudio fue de 1.5:1.

La distirbucion geogréfica de los casos con FVLei se muestra en la Figura 6. En base a
los datos antes expuestos, la prevalencia del FVLei en la poblacidn mestiza mexicana

es apenas de 0.85%.



41

Nuevo Leon: 5 (3)

Chihuahua: 4 (0)

Aguascalientes: 4 (1)

BCN: 1 (1)
— Querétaro: 7 (5)
BCS: 4 (0) Puebla: 4 (0)
Sinaloa: 2 0) /
Jalisco: 2 (0) Chiapas: 17 (12)
San Luis Potosi: 14 (3) Ciudad de México: 16 (7)

Oaxaca: 2 (0)

Figura 6. Distribucién de la RPCA en México. Los numeros representan el total de
casos de RPCA asociados o0 no con FVLei. Los numeros entre paréntesis

representan el total de casos de RPCA asociados a FVLei.

El analisis de la distribucion de los individuos evaluados en este estudio de acuerdo a la

fuente de reclutamiento revelé que Ila asignacion de los sujetos no fue

significativamente diferente en términos de edad y sexo (Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion por edad de hombres y mujeres de acuerdo a la fuente de

origen
Edad (afios) 18-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-69
n (%)

Todos (n=3,745) 291 (7.8) 763 (20.4) 1,062 (28.4) 1,066 (28.4) 425 (11.3) 138 (3.7)
ONGs (n=2,197) 167 (7.6) 445 (20.2) 635(28.9) 632(28.7) 239(10.8) 79 (3.6)
BS (n=881) 68 (7.7) 174 (19.7) 256 (29.0) 249 (28.2) 102 (11.5) 32(3.6)
Us (n=667) 51(7.6) 138(20.6) 191(28.6) 191(28.6) 73(10.9) 23 (3.4)
ONGs vs. BS vs. Us ns ns ns ns ns ns
Mujeres (n=1,855) 143 (7.7) 377 (20.3) 533(28.7) 528 (28.4) 208 (11.2) 66 (3.6)
ONGs (n=1,098) 83(7.5) 220(20.0) 318(28.9) 316(28.7) 121(11.0) 40 (3.6)
BS (n=432) 33(7.6) 86(19.9) 126(29.1) 123(28.4) 49(11.3) 15(3.5)
Us (n=325) 25(7.7) 68 (20.9) 92 (28.3) 93 (28.6) 36 (11.0) 11(3.4)
Hombres (n=1,890) 148 (7.8) 386 (20.4) 529 (28.0) 538(28.4) 217 (11.5) 72(3.8)
ONGs (n=1,099) 84 (7.6) 225(20.4) 317(28.8) 316(28.7) 118(10.7) 39 (3.5)
BS (n=449) 35(7.7) 88(19.5) 130(28.9) 126(28.0) 53(11.8) 17 (3.7)
Us (n=342) 26 (7.6) 70 (20.4) 99 (28.9) 98 (28.6) 37 (10.8) 12(3.5)
Qvs.d (p=) ns ns ns ns ns ns
ONGs Qvs. d (p=) ns ns ns ns ns ns
BS Q@ vs. & (p =) ns ns ns ns ns ns
Us @ vs. & (p =) ns ns ns ns ns ns

Us = universidades; ns = no significativo

Por otra parte, el analisis de la distribucién de los casos de RPCA adquirida o asociada

al FVLei de acuerdo a las tres fuentes de reclutamiento de los participantes en el

estudio no mostro tampoco diferencias en términos de edad o prevalencia de FVLei. Tal

y como se esperaba para el numero de casos de RPCA adquirida encontrados en

mujeres, la prevalencia de este fendmeno fue significativamente mayor que en las

mujeres que en los hombres en los tres grupos de reclutamiento (Tabla 7).
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Tabla 7. Nomero y edad de mujeres y hombres y sus prevalencias relacionadas de

RPCA adquiriday FVLei de acuerdo al origen de la muestra.

Todos Mujeres Hombres p*
n (%) 3,745 (100) 1,855(49.5) 1,890 (50.5) ns
Edad** 40.5 (18-69) 40 (18-68) 41 (18-69) ns
ONGs
n (%) 2,197 (58.7) 1,098 (59.2) 1,099 (58.1) ns
Edad** 40.5 (18-69) 40.5(18-68) 40.5(18-69) ns
RPCA adquirida*** 30 (1.36) 21 (1.91) 8 (0.72) 0.01
FVLei*** 18 (0.81) 9 (0.82) 9 (0.81) ns
BS
n (%) 881 (23.5) n=432(23.2) 449 (23.7) ns
Edad** 40.5 (18-65) 40 (18-65) 40.5 (18-65) ns
RPCA adquirida*** 11 (1.24) 8 (1.85) 4 (0.89) 0.001
FVLei*** 8 (0.90) 4 (0.92) 4 (0.89) ns
Us
n (%) 667 (17.8) 325 (17.5) 342 (18.0) ns
Edad** 40 (18-69) 40 (18-66) 41 (18-69) ns
RPCA adquirida*** 9 (1.35) 6 (1.84) 3(0.87) 0.01
FVLei*** 6 (0.89) 3(0.92) 3(0.87) ns
RPCA adquirida: ONGS vs. BS vs. Us ns ns ns
FVLei: ONGs vs. BS vs. Us (p =) ns ns ns
Edad: ONGs vs. BS vs. Us (p =) ns ns ns

Us = universidades; * = mujeres vs. hombres; ** = mediana (rangos);

** = mediana (rangos); ns = no significativo

Sin  embargo,

*kk.

: promedio (%);

cuando se analizaron separadamente mujeres y hombres,

no

encontramos diferencias entre las tres fuentes principales de reclutamiento (Tabla 7).



44

Finalmente, se hizo el analisis de la distribucion de los casos de RPCA adquirida o de
FVLei de acuerdo a la edad de los participantes (Tabla 8). Excepto para el grupo de
individuos mayores de 61 anos, la distribucion de los casos con RPCA adquirida fue

muy similar en todo el analisis para ambas variables estudiadas.

Tabla 8. Distribucion de los casos con RPCA adquiriday FVLei de acuerdo a la

edad de los individuos participantes

Edad (afios) 18-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-69

Mujeres (n =) 143 377 533 528 208 66

Hombres (n =) 148 386 529 538 217 72
n (%)

RPCA adquirida @ (n=35) 3(2.0) 7(1.8) 11(2.0) 10(1.8) 4(1.9) 0

RPCA adquirida 3 (n=15) 1(0.7) 3(0.8) 5(0.9) 4(0.7) 2(0.9) 0

FVLei © (n = 16) 1(0.7) 2(0.5) 6(1.1) 5(0.9) 2(0.9) 0

FVLei & (n = 16) 1(0.7) 3(0.7) 6(1.1) 4(0.7) 2(0.9) 0
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DISCUSION.

La trombosis arterial y venosa es ua de las causas directa lider de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. Por lo tanto, la investigacion clinica, basica y
epidemiologica que lleve a la identificacion de nuevas vias protrombdticas es una
prioridad en la medicina actual. Ya que el FVLei esta presente en hasta 50% de los
pacientes con historia de trombosis, la RPCA y el FVLei continian siendo campos
atractivos para ser explorados en una gran cantidad de paises que todavia no conocen
el comportamiento de estos fendmenos en su poblacion (27,46,54-57). Los analisis de
haplotipos utilizando seis sitios dimorficos en el gen del FV en sujetos caucasicos de
origen judio, arabe, austriaco y francés son la base para afirmar que existe un origen
unico para esta mutacion (54). Sin embargo, conforme uno se mueve de Europa hacia
el Este, es evidente que la prevalencia del FVLei disminuye gradualmente. Por lo tanto,
la distribucidn geografica de esta mutacién es bastante desigual ya que, mientras que
es relativamente comun en Europa (prevalencia en la poblacion general, 0.8% a
13.3%), es rara en Asia y en el Medio Oriente (2,16,44,58). Se sugiere que esta
mutacion quiza ocurridé hace 21,000 a 34,000 anos, luego de la separacién de los
progenitores no-africanos de los africanos (100,000 afios antes de nuestra era) y de la
separacion de los progenitores asiaticos de los caucasicos (60,000 a 40,000 afios antes
de nuestra era) (59,60). Por lo tanto, la mutacion debidé aparecer en algun lugar de
Europa (quizd en el Libano actual) luego de que la migracibn a América termind.
Nuestros resultados sugieren fuertemente que esta teoria es cierta ya que no
encontramos FVLei en ninguna de los analisis de sujetos indigenas provenientes de

esta muestra de la poblacion nativa de México. Sin embargo, no es posible desechar la
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posibilidad de que el FVLei haya estado presente antes de la migracién pero que haya
desaparecido lentamente en el curso de este fendmeno poblacional humano.

La distribucion mundial original del FVLei fue alterada otra vez por las migraciones
humanas modernas. Como consecuencia, el mestizaje cambié los perfiles trombofilicos
caracteristicos de la mayoria de las poblaciones actuales. Por ejemplo, el FVLei es casi
inexistente en Africa; sin embargo, aumenta significativamente en las poblaciones afro-
americanas. Por supuesto, la migracion de europeos a América y el mestizaje generado
en la mayoria de los paises americanos actuales, determiné una nueva distribucién del
FVLei en nuestro continente. Aunque informes previos describieron que el FVLei era
muy bajo o ausente en nativos americanos (44,61), ninguno de estos informes incluyo
ni un numero tan grande de grupos étnicos ni el numero de sujetos que fueron
estudiados en este trabajo. Los datos de esta investigacién confirman que el FVLei esta
ausente en las poblaciones indigenas mexicanas. En mestizos latinoamericanos, la
prevalencia del FVLei difiere ampliamente. En Argentina y Brasil llega hasta 2.5% vy
2.0%, respectivamente, datos muy cercanos al de la mayoria de las poblaciones
europeas modernas (46). Ya que la prevalencia general del FVLei en Espafia va de
3.3% a 3.7% (55,56) y ya que la mayoria de la poblacién mexicana tiene mestizaje
espanol (85%), en este estudio se esperd, inicialmente, una prevalencia similar en
nuestro pais. Sorprendentemente, la prevalencia fue muy baja (0.85%). Ya que el FVLei
estd ausente en la poblacion mexicana indigena, la baja frecuencia del FVLei en la
poblacién mexicana mestiza sugiere fuertemente que aunque la mutacion fue importada
durante la colonizacién de América, su frecuencia actual (baja) se debe a un gran

mestizaje con las poblaciones indigenas. De acuerdo con esto, parece ser que, al
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menos para este aspecto especifico de la genética mexicana, el aporte indigena al
mestizaje es muy grande.

En este estudio, la distribucion de la RPCA y del FVLei mostré un patréon altamente
localizado geograficamente. Se pueden hacer algunas conjeturas para explicar esta
distribucion de acuerdo a los patrones de mestizaje local. Por ejemplo, la mayoria de
los estados de la Republica Mexicana en los que se encontré el FVLei tienen un
numero bajo de grupos étnicos o bien un indice de mestizaje bajo. Aunque Chiapas es
el estado mas rico en numero de etnias, también es cierto que, debido a las condiciones
socioculturales y de marginacion racial imperantes, el mestizaje ha sido siempre
minimo, especialmente en la regién de Los Altos, donde la mayoria de las muestras de
ese estado fue obtenida. El tercer grupo grande de muestras positivas fue en la Ciudad
de México. Esto parece, aparentemente, mas facil de explicar ya que esta es la ciudad
con la mayor concentracion demografica en el pais, un mosaico gigante de mestizos e
indigenas.

Debido a que este no fue un estudio aleatorio, cabia la posibilidad de que los resultados
no fueran lo suficientemente sdlidos para elaborar conclusiones. En un intento por
disminuir los sesgos atribuibles a la seleccidén de los sujetos, una consecuencia del tipo
de estudio, realizamos un analisis mas amplio de la distribucion de los individuos
participantes. Observamos que, en general, habia tres fuentes de reclutamiento por lo
que hicimos diferentes analisis desde la perspectiva de estos grupos. Considerando
estas tres fuentes de reclutamiento, la distribucion de los individuos de acuerdo a su
edad y género no fue significativamente diferente y, por otra parte, no existieron
diferencias significativas en términos de la prevalencia del FVLei. Asi mismo, la

frecuencia de la RPCA fue similar entre las tres fuentes de reclutamiento cuando se
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analizaron por separado mujeres y hombres. Se puede suponer que todos estos datos
permiten asegurar que el disefio del estudio no afecté los resultados de la investigacion.
Sin embargo, debe mencionarse que encontramos una mayor prevalencia de RPCA
adquirida en mujeres en comparacion con los hombres. Este hallazgo no se asocidé a un
incremento similar en la frecuencia del FVLei, un hecho que sugiere fuertemente que el
o los mecanismos responsables de la aparicion del fendmeno de la RPCA adquirida
estan presentes con mayor frecuencia en las mujeres que en los hombres.

El significado de la RPCA que aparece en ausencia del FVLei o de otras mutaciones en
el gen del FV, también llamada RPCA adquirida, esta bien reconocido aunque la
informacion acerca de él es aun escasa. Debido al numero alto de variables de
confusién presentes, sélo unos pocos estudios han analizado a la RPCA como un factor
de riesgo trombdético independiente. Existe un aumento en el riesgo de infarto cerebral
en sujetos en el quintil mas alto del valor de RPCA en comparacion con aquéllos en el
quintil mas bajo, sin cambios significativos luego de la correccion para el estado de
portador del FVLei (57). En un estudio poblacional, se observé una relacién entre los
quintiles de RPCA vy la aparicién de enfermedad arterial periférica, sin embargo, no se
observo ninguna diferencia luego de que se hizo el ajuste para el estado de portador de
FVLei (62). Este hallazgo no fue inesperado debido a la asociacion entre RPCA y
trombosis en poblaciones no blancas en las que las mutaciones del FV son casi nulas
(63). Dos analisis adicionales observaron un aumento en el riesgo de trombosis venosa
entre sujetos portadores de RPCA adquirida (64). Aunque la frecuencia de la RPCA
adquirida ha sido subestimada, en un estudio representativo de la poblacion de Europa
Central, la prevalencia de este fenomeno fue al menos tan frecuente como el del FVLei

(62). En el estudio poblacional Vicenza Thrombophilia and Arteriosclerosis Project, el
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FVLei y los cocientes de RPCA <0.84 ocurrieron en una relacion 1:4 (65). Por lo tanto,
parece que la RPCA por si misma es un fenotipo protrombético independiente y que el
estado trombofilico que induce debe ser atendido con mayor énfasis en la practica
clinica futura.

Se han propuesto multiples mecanismos para explicar el fendbmeno de la RPCA
adquirida asociada a diferentes condiciones clinicas, sin embargo, no existe aun una
explicacion satisfactoria. Estados como el anticoagulante lupico y los anticuerpos
anticardiolipinas y anti-pB2-glicoproteina | (66,67), el mismo lupus eritematoso sistémico
(68), el embarazo (69-72), la pre-eclampsia (73), el SIDA (74), la hipertension arterial
(75), el infarto agudo de miocardio (76), la ingesta de anticonceptivos orales (77-79), la
terapia de reemplazo hormonal (80), el mieloma multiple (52,81) y el cancer (82-84)
pueden inducir RPCA adquirida. Asi, la prueba plasmatica ofrece un resultado adicional
en ausencia del FVLei (85,86). Ya que la prueba originalmente descrita basada en el
TTPA no es especifica para el FVLei, se han escudrinado multiples estrategias para
hacer a las pruebas coagulométricas para RPCA mas especificas para el FVLei (87).
Debido a la naturaleza de esta investigacion, decidimos utilizar una prueba especifica
para el FVLei como escrutinio global y en los casos con positividad para la prueba, un
segundo ensayo fue utilizado el cual emplea una técnica con un principio diferente. La
frecuencia encontrada en la poblacion mestiza fue muy similar entre hombres y
mujeres. Ninguna mujer con RPCA positiva estaba tomando hormonales. Llama la
atencion el que sélo 31% de los portadores de RPCA también tuvieran FVLei. Se ha
sugerido que un numero elevado de individuos sanos sin historia familiar de trombosis

pueden ser portadores de este fenotipo. Por supuesto, el fenotipo de EPCA no asociado
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al FVLei puede ser debido a otras mutaciones raras en el gen del FV o debidas a una
condicion realmente adquirida. Sin embargo, la frecuencia de las otras mutaciones en el
gen del FV responsables de inducir también RPCA es tan baja que pueden
considerarse irrelevantes (52). En este analisis transversal la frecuencia de la RPCA
adquirida alcanzé el 1.33%. Consideramos que estos son casos reales de RPCA
adquirida por las siguientes razones: 1) los sujetos tenian una prueba inicial positiva tal
y como lo demostraron dos diferentes pruebas; 2) estos sujetos tuvieron la prueba
negativa 3 meses después de la prueba inicial otra vez, utilizando las dos técnicas
coagulométricas (indiscutiblemente, estos dos hechos sugieren fuertemente la
naturaleza transitoria y no hereditaria del fendmeno); 3) como se esperaria, todos los
casos con RPCA en las fases 1 y 2 fueron portadores del FVLei; y 4) todos los
pacientes con RPCA transitoria tuvieron la prueba del FVLei negativa. La ausencia de
enfermedades conocidas cuando la RPC fue positiva confirma que este fendmeno
puede estar presente con una prevalencia moderada durante periodos breves en

sujetos sanos.
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CONCLUSIONES.

Los datos de este estudio sugieren fuertemente que en México la frecuencia de RPCA y
FVLei es muy baja. En base al numero de sujetos mexicanos indigenas provenientes de
diferentes grupos étnicos, confirmamos que ni la RPCA ni el FVLei afectan a los nativos
americanos. Este hecho refuerza sélidamente la hipotesis de que la aparicion del FVLei
sucedié en Europa luego de que comenzd la migracion desde Europa a América. En
esta muestra de la poblacibn mexicana se demostré que no existen mutaciones
diferentes del FVLei que induzcan RPCA. El FVLei es responsable de sdlo el 31% de
los casos de RPCA lo que significa que la RPCA de tipo adquirido es casi dos veces
mas frecuente que la variante hereditaria. Por supuesto, la importancia clinica de estos
datos requiere la clarificacion en estudios prospectivos disefados para evaluar su
impacto sobre la aparicion de fendmenos trombaéticos. En base a los resultados de este
estudio es posible sugerir que, al menos para la RPCA y el FVLei, existe un profundo

efecto indigena sobre la poblacion mestiza mexicana.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.
FRECUENCIA DE LA MUTACION LEIDEN DEL FACTOR V DE LA COAGULACION Y
DE LA RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA EN LA POBLACION MEXICANA.

No. Progresivo: Idioma: Fecha:
Nombre (s):
Direccidn:

Apellido paterno:
Apellido materno:

Edad: Grupo étnico:

Evidencia de segundo mestizaje:  si no

Antecedentes hemorragicos:

Ingesta de alcohol: Antecedentes de hepatitis:

Enfermedades cronicas: si no
Medicacion utilizada en los ultimos 15 dias:

Antecedente de trombosis:
Datos de desnutricion clinica, moderada a grave

Antecedentes de: Diabetes mellitus  Hipertension arterial Hipercolesterolemia
Grupo sanguineo ABO/Rh:
No. de muestras con citrato: No. de muestras con EDTA

Tabaquismo Sl NO

RESULTADO TP: seg. TTPa: seg.

RESULTADO FV Leiden:

RESULTADO RPCA:

Comentarios:
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HOJA DE INFORMACION.
FRECUENCIA DE LA MUTACION LEIDEN DEL FACTOR V DE LA COAGULACION Y
DE LA RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA EN LA POBLACION MEXICANA.

Estimado Sr. o Sra.

Esta carta es para informarle porque le estamos solicitando su ayuda en la elaboracién del trabajo de
investigacion “"FRECUENCIA DE LA RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA Y DE LAS
MUTACIONES RESPONSABLES DE ELLA EN EL FACTOR V DE LA COAGULACION EN LAS
POBLACIONES MEXICANAS INDIGENA Y MESTIZA". Lo que estamos buscando en su sangre es Si
tiene o no una alteracion genética o de la coagulacién. Esta alteracion es la causa mas importante para
qgue una persona tenga una trombosis (es decir que se le tape una vena o una arteria), en cualquier parte
del cuerpo. Con la sangre que Ud. nos donara haremos dos pruebas especiales. En una de ellas vamos a
evaluar como funciona una sustancia que evita que la sangre se coagule y que se llama proteina C. En la
segunda prueba, lo que intentaremos buscar en sus glébulos blancos es si tiene o0 no una alteracion en
sus genes (en la herencia de sus papas), que es la causante de la alteracién en el anticoagulante que
antes le mencioné. Como en algunas ocasiones la alteracion en la coagulacién no siempre es secundaria
a una alteracion en su informacion hereditaria, entonces existe la posibilidad de que tenga alguna otra
alteracion (mutacioén) en el mismo factor que antes le mencioné y la cual vamos a tratar de determinar. La
sangre que Ud. donara se obtendra con material completamente nuevo por lo que Ud. no corre ningun
riesgo de contraer alguna enfermedad. Asimismo, la cantidad de sangre que se extraera es minima y no
debe causarle otra molestia mas que el de la aguja. Los datos que le solicitamos son Unicamente con
propdsitos de investigacion y también nos serviran para que en caso de que Ud. tenga alguna alteracion,
sea informado inmediatamente para que reciba consejo médico. Ninguna de las muestras que le
tomemos sera utilizada para obtener ganancias de ninguna clase, ya que la informacion que se obtenga
de su sangre solo sera utilizada para fines cientificos.

Le agradezco de antemano su colaboracion.

ATENTAMENTE.

Dr. Abraham Majluf Cruz.
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HOJA DE ACEPTACION PARA DONAR UNA MUESTRA SANGUINEA.
FRECUENCIA DE LA MUTACION LEIDEN DEL FACTOR V DE LA COAGULACION Y
DE LA RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA EN LA POBLACION MEXICANA.

Por medio de este conducto, yo
certifico que estoy enterado del estudio denominado “"FRECUENCIA DE LA
RESISTENCIA A LA PROTEINA C ACTIVADA Y DE LAS MUTACIONES
RESPONSABLES DE ELLA EN EL FACTOR V DE LA COAGULACION EN LAS
POBLACIONES MEXICANAS INDIGENA Y MESTIZA". Para este estudio se me ha

pedido que done 15 mL de sangre, en el conocimiento de que el material con que se

me extraiga la sangre es nuevo. Asimismo, se me inform6é fue mi sangre y los
resultados que se obtengan de ella, sélo seran utilizados con fines cientificos y no se
les dara ningun uso comercial. Asimismo se me inform6é que, en caso de que yo

presente alguna alteracion en mi sangre, se me dara aviso inmediatamente de ella.

ATENTAMENTE.

Sr., Sra.:

Padre o tutor:

Lugar:

Fecha:
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