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RESUMEN

La hemostasia representa el cese fisiologico de la hemorragia por
medio de un mecanismo complejo que involucra un cambio de estado
fisico de liquido a solido, con la formacion de fibrina y el enlace del
coagulo en una malla insoluble. Las propiedades de la coagilacion
sanguinea requieren que los componentes de las reacciones sean de una
manera localizada, amplificada y modulada.

Las alteraciones en el sistenia de la hemostasia tienen la traduccion
clinica de hemorragias y trombosis, esto ocuirre cuando existe una
pérdida de la homeostasis.

La evolucion dinamica en el conocimiento de los mecanismos de
hemostasia, asi como el mayor entendimiento de los factores
etiopatogénicos de las enfermedades hemorrdgicas y tromboticas,
han permifido mejorar los diagnosticos y tratamientos de dichos
defectos. La habilidad para poder ampliar el DNA mediante la
reaccion de cadena de polimerasa (PCR), ha revolucionado la
capacidad para la deteccion de las nuitaciones genéticas. El andlisis
molecular de las familias con hemofilia al igual que otras alteraciones
hereditarias de la coagulacion, actualmente ya es una practica comin,
en especial en el area de investigacion. Se han identificado hasta el
momento 900 nuitaciones que implican el sitio donde se codifica el
FIT11.

Los trastornos trombofilicos debido a mutaciones genéticas pueden
ser clasificados en dos grandes categorias: (1) pérdida de la funcion
denuitaciones, comolas que causanlas deficiencias de anticoagulantes
naturales de las proteinas; antitrombina (A7), proteina C (PC) ¥
proteina S (PS), y (2) mutaciones que ocasionan incremento en la
Jfuncion de proteinas procoagulantes incluidas; factor 1" Leiden y la
nutacion G202104 de la protrombina. Estas dos categorias de
nnltagiones difieren sustancialinente con respecto a su origenevolitivo,
efectos genéticos, incidencia, impacto funcional, y los métodos de
deteccion.
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SUMMARY

Hemostasis is the physiological cessation of bleeding through a
complex mechanism that involves changing of blood from a fluid to
a solid state with the formation of fibrin and the uniting of the clot in
an insoluble mesh. Blood clotting properties require that the
components of the reactions be localized, amplified and modulated.
Changes in hemostasis are the translation of clinical bleeding and
thrombosis, which occurs when there is a loss of homeostasis. The
dynamic evolution in the understanding of the mechanisms of
hemostasis, as well as greater understanding of the etiopathogenic
Jactors of bleeding and thrombotic disease, have improved the
diagnosis and treatment of such defects. The ability to extend the DNA
by polymerase chain reaction has revolutionized the ability fo detect
genetic mutations. Molecular analysis of faniilies with hemophilia as
well as other hereditary coagulation disorders is already a common
practice especially in the area of research. There have been 900
mutations identified so far that involve the location where FITII is
coded. Thrombophilic disorders due to genetic mutations can be
classified into two broad categories: 1) loss of the function of
mutations such as those that cause natural anticoagulant deficiencies
of proteins, antithrombin, protein C and protein S and 2) mutations
that cause increases in procoagulant protein function and include
Jactor V Leiden and the prothrombin G20210A nuitation. These two
mutation categories differ significantly with respect fo its evolutionary
origin, genetic effects, incidence, functional impact, and detection
methods.
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Alteraciones de la hemostasia

Introduccion

L a hemostasia es un sistema bioldgico de defensa donde
participan elementos celulares y plasmaticos con el
objetivo de detener la hemorragia en caso de lesion vascular.
Este sistemase mantiene en equilibrio por efecto de sustancias
protrombéticas y antitrombéticas para mantener la sangre en
estado liquido dentro de los vasos.

Cuando el sistema de la hemostasia funciona adecua-
damente las funciones de interaccion entre vaso sanguineo,
plaguetas y factores de coagulacion se autorregulan y
permiten que se lleve unainteraccion dinamica entre el tejido
hematopoyético y los demas érganos vy sistemas del orga-
nismo."2

Las alteraciones en el sistema de la hemostasia tienen la
traduccion clinica de hemorragias y trombosis, esto ocurre
cuando existe una pérdida de la homeostasis.

La evolucion dinamica en el conocimiento de los meca-
nismos de hemostasia, asi como el mayor entendimiento de
los factores etiopatogénicos de las enfermedades hemorra-
gicas y tromboticas, han permitido mejorar los diagndsticos y
tratamientos de dichos defectos.®*

Diagnostico molecular de enfermedades
hemorragicas

Una enfermedad que por décadas ha entusiasmado a los
cientificos a efectuar investigaciones mas extensas fue la
hemofilia, conocida como enfermedad de reyes. El cono-
cimiento de esta enfermedad que se caracteriza por defectos
cuantitativos de los factores de coagulacion VI, IX, aporté
informacién valiosa en el conocimiento de la fisiologia de la
coagulacion. Ademas constituye un buen modelo para estudiar
eladelantoentécnicas moleculares para identificar los defectos
de la enfermedad.

La hemofilia es la alteracién hemorréagica hereditaria mas
frecuente. Esta se diagnostica por alteraciones en el tiempo
de tromboplastina parcial activada y una disminucién en los
niveles de factor VIIl o IX en el plasma. La hemofilia es una
alteracion ligada al cromosoma X, causada por una mutacién
en el gen del factor Vill (FVIll). El FVIII se codifica en la parte
distal del brazo largo del cromosoma X (Xq28). Consiste en
26 exones y codifica una proteina de 2332 aminoacidos. La
secuencia del FVIII fue publicada por primera vez en 1984, con
las técnicas actuales es posible la identificacidn de las altera-
ciones en la mayor parte de los pacientes con hemofilia A.
Debido a la heterogeneidad de la enfermedad, el diagnéstico
prenatal es complicado.® La habilidad para poder ampliar el
DNA mediante la reaccién de cadena de polimerasa (PCR),
ha revolucionado la capacidad para la deteccién de las
mutaciones genéticas.® El analisis molecular de las familias
con hemofilia al igual que otras alteraciones hereditarias de la
coagulacion, actualmente ya es una practica comun en
especial en el area de investigacion.”® Se han identificado
hasta el momento 900 mutaciones que implican el sitio en
donde se codifica el FVill. Nuevas técnicas como el uso del
Analisis de Fusién de Alta Resolucion, HRM por sus siglas en
inglés (high resolution melting analysis) al igual que el PCR
multiplex, se han utilizado en algunas series para detectar las

mutaciones en el gen FVIII. La sensibilidad de este primero se
ha establecido en 93%.%"" La mutacién mas frecuente en el
F8C es en el intron 22 y las inversiones que ocurren en
aproximadamente 50 y 5% de los pacientes con hemofilia
severa respectivamente.' El resto de las alteraciones son
mutaciones puntuales, pequenfas inserciones/deleciones. Las
mutaciones se han asociado con un riesgo mayor de presen-
tar inhibidor. El espectro de mutaciones es mediado por las
recombinaciones intracromosomales, en los pacientes con
hemofilia leve o moderada las principales alteraciones son
mutaciones puntuales las cuales se presentan de novo en un
tercio de los casos. La deteccidon de mujeres portadoras y el
diagndstico prenatal son medidas que se han implementado
en el estudio de diversas familias con hemofilia."" La identifi-
cacion de diversas mutaciones en las vellosidades coriénicas
de productos de 10-12 semanas de gestacion ha permitido la
mejoria del diagnostico prenatal.’®'*

Deleciones: la presencia de deleciones se ha asociado a
una mayor incidencia de inhibidor (68.8%) en comparacion a
aquellas con ofros tipos de mutaciones (30-40%). Green y
cols. en el Reino Unido evaluaron las alteraciones en pacien-
tes con hemofilia, se registraron 11 deleciones principales.'

Inversiones: se haregistrado que alrededor de 50% de los
pacientes con hemofilia severa cuenta con inversiones en el
gendel FVIII.Lainversidoneselresultado de unarecombinacion
entre el gen localizado en el intron 22 del FVIll y uno de los 2
genes A distales. Las inversiones pueden detectarse por
medio de Southern Blot y técnicas de hibridizacion in vitro."s
La mayoria de las inversiones encontradas por Deutz-Terlouw
y cols. fueron localizadas en la parte distal del gen A (85%) y
solo en 15% se localiz6 en una region proximal.’® En poblacién
China, Chen y cols. registraron las inversiones en el intron 22
como la manifestacion genética mas frecuente y principaimen-
te se ve afectada la regién distal del gen A (91.4%)." Gau y
cols. mediante el analisis por RT-PCR, encontraron que la
inversion en el intron 22 fue detectada en 7 de 20 pacientes con
hemofilia A severa (35%) siendo la manifestacion mas fre-
cuente en la variedad severa.’®

Mutaciones puntuales: el principal defecto en los pacien-
tes con hemofilia son las inversiones, las mutaciones puntua-
les y las pequefias deleciones/inserciones son responsables
de la mayoria de los casos en los pacientes con hemofilia
moderada y leve. La mayor parte de estas mutaciones son
exclusivas, algunas ya descritas por diversos autores (V162M,
R527W, R1966X, R2159C) y otras descritas de forma recien-
te (E204N, E265X, M320T, F436C)."°

Diagndstico molecular de enfermedades
trombéticas

Trombofilia es un término correcto que incluye varias entidades
que se han descrito como situaciones de hipercoagulabilidad
o estados pretrombaticos.

Las trombofilias no tienen un origen Unico que pueda
explicar por completo el fenomeno, mas bien son de origen
muitigénico, es decir, donde confluyen diversos factores here-
ditarios y adquiridos.20!

En realidad las trombofilias son defectos complejos donde
se ven involucrados multiples mecanismos que fisioldgicamente
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interactian para mantener la sangre fluida dentro de los
vasos, pero que en estados donde confluyen diversas condi-
ciones o factores, se alteran y provocan trombosis.?22®

Los trastornos trombofilicos, debidos a mutaciones gené
ticas, pueden ser clasificadas en dos grandes categorias: (1)
pérdida de la funcion de mutaciones, como las que causan las
deficiencias de anticoagulantes naturales de las proteinas;
antitrombina (AT), proteina C (PC) y proteina S (PS); y (2)
mutaciones que ocasionan incremento en la funcién de protei-
nas procoagulantes incluidas factor V Leiden y la mutacién
G20210A de la protrombina.??

Estas dos categorias de mutaciones difieren sustan-
cialmente conrespecto a su origen evolutivo, efectos genéticos,
incidencia, impacto funcional, y los métodos de deteccion.
Dentro del primer grupo, numerosas mutaciones puntuales
se han descrito. Por lo tanto, dentro de cada uno de estos
genes de AT, PC, PS existen de decenas a cientos de
mutaciones que resultan en inactivacion parcial o completa de
un gen especifico.?®?” Es decir, que parecen haber surgido
como multiples eventos genéticos separados entre todas las
poblaciones, de manera que cada mutacion suele confinarse
a una familia o regién (Cuadro ).

En contraste, se cree que las mutaciones que incrementan
la funcion tienen un origen evolutivo ancestral, debido a que
so6lo aparecen en un sitio de los genes respectivos.?2

Resistencia a la Proteina C Activada (RPCa). La RPCa
constituye un defecto autosémico dominante, debido a una
mutacion en elgen quecodifica parael FV. Desde sudescripcion
en 1993, se han publicado infinidad de articulos sobre el tema,
esto debido a que constituye el defecto hereditario mas
frecuentemente informado con aproximadamente 40 a 50%
de los casos de trombosis y en poblacién caucéasica de 7%.

El descubrimiento por Dahlbéck **2de esta nueva altera-
cién molecular, se hizo al estar realizando ensayos con PC
activada (PCa) en plasmas de pacientes con trombofilia no
explicada. Dahlbéack se percato que la PCa era incapaz de
prolongar in vitro el valor del tiempo de la trombopiastina
parcial activada (TTPa) como habria de esperarse; es decir,
su plasma era “resistente” a la accion de la PCa? Se introdujo
entonces el concepto de resistencia a la proteina C activada
(RPCa). Este defecto se encontré en varios miembros de una
familia con historia de trombofilia.** Posteriormente, Griffin y
cols. encontraron que 50% de los pacientes trombofilicos
presentaban la RPCa.®

Martinez-Murillo y cols.

En 1994 Bertina y cols.* en Leiden, Holanda, demostra-
ron que el fenotipo de la RPCa esta asociado a lahomo o hete-
rocigosidad de la mutacion en el punto del exén 10 del gen del
factor V, en el que la sustitucion de un nucleotido G por A en
la posicién 1691 produce la sintesis de una molécula anémala
del factor V. Esta mutacion, llamada mutacion Leiden del FV (R-
506-Q), causa un Factor V con actividad procoagulante normal
pero resistente a la accién de la PCa.

En poblacién caucasica la mutacion Leiden es mucho mas
comun que cualquier otra causa de trombofilia hereditaria,
con una prevalencia de entre 2 y 15%, y es mucho mas
prevalente en poblacion del norte de Europa en comparacién
con la poblacion del sur. Dependiendo de la seleccion de los
pacientes, la mutacion Leiden se encuentra en 20 a 50% de
aquellos que presentan el primer evento de tromboembolismo
venoso. Los heterocigotos para esta mutacion tienen entre 3
y 8 veces mas riesgo de trombosis venosa, mientras que en
homocigotos hasta 80 veces mas.3%

Mutacion 20210 del Alelo del Gen de la Protrombina. Este
defecto recientemente descrito se asocia con incremento en
los niveles plasmaticos de la protrombina que se traduce en
una hiperactividad de la viacomun de la coagulacién, resuitando
en la formacion de grandes cantidades de trombina. Esta
mutacion del gen de la protrombina fue informado por Poort en
1996, donde describe la tendencia trombodtica de algunos
pacientes con niveles plasmaticos altos de la protrombina, esto
debido aunamutacion especifica en el alelo A de la protrombina,
sin embargo, el mecanismo tromboético de esta alteracion no se
conoce. La prevalencia del defecto es de 7.1% en los pacientes
con trombosis y 1.8% en la poblacién en general. Este defecto
tiene un factor de riesgo importante para las trombosis
venosas.

Polimorfismos del PAI-1. La expresion del gen del PAI-1
depende de diversos factores, tales como; endotoxinas, factor
de necrosis tumoral alfa, factores de crecimiento, citocinas,
insulinay otras hormonas, proteasas, hipoxia e importantemente
el sistema renina-angiotensina-aldosterona a través de la
enzima convertasa de la angiotensina, etc.%®

Las concentraciones plasmaticas del PAI-1, en parte depen-
den de la regulacion genética. De acuerdo a los polimorfismos
del gen del PAI-1 que se codifican en el cromosoma 7, parecen
correlacionar con diferentes concentraciones plasmaticas del
PAI-1.

. Cuadro L. Incidencia de defectos moleculares mas frecuentes que ocasionan trombosis en pacientes con

trombosis y en poblaciéon en general

Factor de Riesgo

Frecuencia en poblacion general

Frecuencia en pacientes con trombosis

Deficiencia de Proteina C 02-04 3
Deficiencia de Proteina S Desconocido 1-2
Deficiencia de Antitrombina 0-0.2 1
FactorV Leiden 5 20
Mutacién de la Protrombina (20210A) 2 6
Incremento del Factor VIII (>150 1U/dL) 1 25
Hiperhomocistinemia (>18-5 mmol/L) 5 10
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Alteraciones de la hemostasia

Existe un polimorfismo comun conocido como 4G/5G en la
region promotora. El alelo 5G es ligeramente menos
transcripcional que el alelo 4G. El papel del polimorfismo 4G/5G
en asociacion con concentraciones elevadas del PAI-1 en el
desarrollo de trombosis es positivo a pesar de la controversia.

Hasta el momento se han identificado 9 polimorfismos del
PAI-1. El polimorfismo localizado a 675 pares de bases rio
arriba (upstream) del sitio de inicio de la transcripcion, que
consisten en una simple delecién/insercion de una guanosina
con una variacién 4G o 5G. La delecién del alelo (PAI-1 4G) se
ha asociado con la incapacidad de unién de un represor
transcripcional, que resulta en un incremento en la expresion
del RNAm del PAI-1y elevacion en la concentracion plasmatica
del PAI-1. Los individuos con el polimorfismo 4G/4G presentan
concentraciones plasmaticas altas del PAI-1. También se ha
demostrado que los individuos homocigotos al alelo 4G presen-
tan concentraciones 25% mas altas del PAI-1 tanto antigénica
como su actividad funcional, lo que puede implicar resistencia
contra los activadores del plasminégeno endégenos y exter-
nos. Algunos de estos polimorfismos no sélo se asocian con
concentraciones altas del PAI-1 en individuos sanos, sino que
también se han asociado en pacientes con trombosis arteriales
y enfermedad tromboembdlica venosa. Sin embargo, a pesar
de esta informacién, existe controversia sobre el riesgo real de
la presencia de estos polimorfismos en pacientes con trombo-
sis.®®

Desde hace varios afios se ha probado que el incremento
del PAI-1 constituye un factor de riesgo independiente para
infarto agudo al miocardio, incluso su elevacion persistente
induce retrombosis. Posteriormente, con la identificacién del
gen del PAI-1y sus genotipos, se documentd la asociacién de
la elevacién de los niveles de PAI-1.

De acuerdo a Hamsten y cols.®® el incremento en la
expresion del PAI-1 actualmente se considera como un factor
de riesgo independiente para la enfermedad arterial coronaria.

Johanna G. van der Bom y cols. informaron en el 2003 un
estudio donde documentan una mayor incidencia de muertes
por infarto agudo del miocardio por las mafianas, lo que parece
depender de la influencia circadiana del PAI-1. Este estudio
documenté mayor concentracion por las mafianas y parece
depender de un factor transcripcional llamado CLIF (cycle like
factor). Enla region promotora del gen del PAI-1, la secuencias
de (CACGTG) son responsables de la activacion de PAI-1 por
CLIF; localizados uno de ellos - 677 a— 672 pb, esto se traslapa
con la region promotora del polimorfismo 4G/5G. Los
homocigotos para el polimorfismo 4G/4G tuvieron las concen-
traciones mas altas entre los individuos estudiados.*!

Los resultados de los trabajos epidemiolégicos estudiando
los polimorfismos 4G y 5G del gen del PAI-1, demuestran un
incremento en la concentracion de PAI-1 en asociacion con
mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria, sobre todo
si existe el antecedente familiar de infartos en familiares de
primer grado, ademas del riesgo para trombosis cerebral y
también venosa.’?

Ruiz-Quezada y cols.*® publicaron un trabajo en donde
informan de la frecuencia de estos polimorfismos en poblacién
mexicana y encontraron: genotipo 4G/4G (14.55%), 4G/5G
(39.09%) y 5G/5G(46.36%). La frecuencia del alelo 5G fue de
65.9% con una frecuencia baja del alelo 4G en sujetos sanos
de México.

10

Festay cols.* estudiaron los niveles séricos de PAI-1y su
relacion con los diferentes genotipos en poblacion de diferen-
te origen étnico (negros, blancos e hispanos), y encontraron
que la poblacidn negra tiene la concentracion mas baja de
PAI-1 mientras que la poblacién hispana tiene las concentra-
ciones mas altas en comparacién con negros y blancos. Esto
parece estar asociado con una mayor frecuencia de los
genotipos 4G/4G y 4G/5G en comparacion con los otros dos
grupos. Asimismo, este estudio concluye que los niveles altos
de PAI-1 son independientes de la resistencia a la insulina o
el indice de masa corporal y parece correlacionar con el
genotipo 4G/5G.

Resultados en la Ciudad de México

En México, en un estudio llevado a cabo por nuestro grupo en
200 pacientes con trombosis con edad menor de 45 afios se
realizé la investigacion del diagnéstico molecular de las
trombofilias primarias y se encontraron resultados que se
muestran en el cuadro Il

Cuadro Il. Frecuencia de defectos moleculares que ocasionan
trombosis

Defecto Frecuencia
Mutacién V Leiden 0
Mutacion 20210 de la Protrombina 4
Resistencia ala PCa 12
Deficiencia de Proteina C 5
Deficiencia de Proteina S 4
Deficiencia de Antitrombina 1
Total 27

En los resultados del polimorfismo del gen del PAI-1 enlos
pacientes con trombosis, se observaron las siguientes fre-
cuencias: 4G/5G 55.7%, 5G/5G 32.8% y 4G/4G 11.5%, el
polimorfismo mas frecuente fue el 4G/5G.

Al sumar las frecuencias alélicas constatamos que el alelo
mas comunmente observado fue el 5G con 88.5% y el alelo
4G en 67.2%. (Cuadro IIl).

Los pacientes con trombosis tuvieron una frecuencia mas
alta del polimorfismo 4G/5G (p <0.01) comparado con la
poblacion sana, asimismo el descenso en la frecuencia de
5G/5G esta en relacion con un aumento en la frecuencia del
alelo 4G en los pacientes con trombosis.

Estos dos defectos primarios presentan prevalencia baja
en la poblacion mexicana estudiada y coinciden con los

Cuadrolll. Resultados de las frecuencias de los polimorfismos
del PAI-1 en los pacientes con trombofilia primaria

Tipo de polimorfismo Frecuencia %

Polimorfismo 4G/4G 14 115
Polimorfismo 4G/5G 68 55.7
Polimorfismo 5G/5G 40 32.8
Total 122 100.0
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estudios publicados en poblacion nativa de América Latina,
especificamente Brasil. Esto pudiera implicar que estos de-
fectos pueden ser mutaciones importadas de poblacion de
origen europeo.*®

En México, algunos grupos de investigadores han estudia-
do los factores de riesgo primario que ocasionan trombofilia
primaria. Ruiz Arguelles y cols.,*4” en un estudio de 39 pacien-
tes con trombosis en la ciudad de Puebla, informan la siguiente
frecuencia de causas de trombofilia primaria: Factor V Leiden
4 casos (10%), Haplotipo HR2 11 casos (28%), Factor V Hong
Kong un caso (2%), Factor V Cambridge 0, Factor V Liverpool
0y la mutacién 20210 del gen de la protrombina 5 casos (13%).
De acuerdo con este estudio de poblacién seleccionada, se
encontré una prevalencia de 10% de Leiden que constituye una
frecuencia mas baja a lo informado en poblacion caucasica que
es de 18 a 20%. En relacion con la mutacion 20210 del gen de
la protrombina A, se encontro prevalencia mayor alo informado
13% versus 6% en poblacién americana y europea. Por otra
parte, en nuestro estudio de la poblacién mestiza mexicana de
la Ciudad de México, no encontramos defectos atribuibles al
Factor V Leiden y baja prevalencia de la mutacién 20210
comparado con la poblaciéon mundial.

La determinacion de polimorfismo del PAI-1 en este estudio
demostrd en sujetos sanos que el polimorfismo mas frecuente
fue el 4G/5G en 55.5% y la frecuencia alélica mas comun fue
el 5G con 88.5%. Estos resultados pueden tener cierta concor-
dancia con el estudio publicada por Ruiz Quezada y cols.*® que
encontraron el polimorfismo mas frecuente fue el 4G/5G con
39.09%, donde la frecuencia del alelo 5G fue de 65.9%.

Por otra parte, en el resuitado del polimorfismo en los
pacientes con trombosis se observd una mayor frecuencia del
polimorfismo 4G/5G y un mayor frecuencia del alelo 4G, esto
demuestra ser diferente a la poblacion sana de los controles,
incluso del estudio también en poblacion sana de Ruiz
Quezada y cols.*®

Conclusiones

Con relacién en los defectos moleculares que ocasionan
trombosis, es importante el conocimiento de los factores de
riesgo primarios que influyen en la elevada frecuencia de
muertes por trombosis en México, a fin de establecer medidas
preventivas que disminuyan esta frecuencia.

Este estudio abre un campo de investigaciones de bus-
queda de factores primarios especificos en la problematica de
la poblacion mexicana que estan muy relacionados con la alta
incidencia de diabetes, sindrome metabolico y obesidad.®®
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