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Decidir el tema del treball de recerca, quin problema!
Segur que molts alumnes de batxillerat es troben amb els mateixos dubtes que
jo al moment de triar-lo.

En volia escollir un que barregés una part teorica cientifica de base amb
un treball practic. Moltes setmanes de dubtes, molts temes descartats...

I llavors vaig ser afortunada. Vaig tenir la sort de comptar amb [’ajuda,
el suport i la paciéncia de la tutora del meu treball, la Roser Melia: ella em va
facilitar el contacte amb el doctor Ferran Soldevila, cap del Servei de Labo-
ratori de [’Hospital d’Olot.

Entre tots tres vam decidir de fer un estudi de la incidéncia de la muta-
ci6 del factor V Leiden en la poblacio de la Garrotxa, un tema que m’era ab-
solutament desconegut perd que em va apassionar durant els mesos que va
durar la feina.

Resum

La mutacio6 del factor V Leiden és un trastorn poc conegut dels factors de
la coagulacié. Es un trastorn hereditari i heretat de manera autosomica i do-
minant, i és la forma hereditaria més comuna de la trombofilia.

El doctor Ferran Soldevila, a partir de la seva experiéncia en els anys que
porta treballant a la nostra comarca i dels resultats de les analisis durant
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aquests anys, creia que aquesta mutacio podia ser més elevada en la gent de
la Garrotxa pel caracter hereditari de la malaltia i per les condicions socials
de la nostra comarca, amb tendéncia geografica, social i cultural al tancament.

Les hipotesis inicials que em vaig plantejar van ser les segiients:

1. La mutacio del factor V Leiden té una prevalenga molt baixa (1-2%)
en la poblacié general.

2. La gent d’origen garrotxi presenta un percentatge més alt d’individus
patogens respecte a la mutacio.

3. El génere femeni és més propens a patir la mutacio del factor V Lei-
den que el masculi.

Aquestes tres son les hipotesis principals en que es va centrar el meu tre-
ball. El fet de ser un trastorn poc conegut i de poca difusié em féu pensar que
devia tenir poca incidéncia en la poblacié mundial i d’aquesta idea en vaig ex-
treure la primera hipotesi. La segona venia donada per la coneixenga d’una
certa endogamia a la comarca de la Garrotxa, una tendéncia geografica i cul-
tural per ser una zona forca tancada, fins fa pocs anys, i donada a relacionar-
se dins els seus limits. Si aix0 era cert, aleshores es donarien més casos de la
mutacio, ja que els individus portadors s’anirien relacionant amb individus
del mateix lloc i el trastorn acabaria afectant un nombre més gran de gent. La
tercera hipotesi no es basa en cap coneixement i és totalment experimental.

El treball es va dividir en dues parts: un marc tedric que em permetés co-
n¢ixer el funcionament de ’aparell circulatori, I’hemostasia i els diferents
trastorns de coagulacid, amb especial atencio a la mutacié del factor V Lei-
den, 1 una part practica que em donés les dades de les proves realitzades en
un grup ampli de la poblacid, separant els resultats en funcié de I’origen dels
voluntaris.

MARC TEORIC

L’aparell circulatori, la sang i la coagulaci6

Calia d’entrada situar-se en el propi cos, cosa que em va portar a estudiar
I’aparell circulatori i la sang. Com a resum, podem dir que 1’aparell circula-
tori és I’estructura anatomica composta pel sistema cardiovascular, encarre-
gat de la distribuci6 de la sang, i pel sistema limfatic, encarregat de fer circular
la sang per I’interior de 1’organisme.

La sang ¢s el fluid que circula per tot I’organisme a través del sistema cir-
culatori, format pel cor i per un sistema de tubs i vasos sanguinis. La sang és
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un teixit liquid, compost per aigua i substancies organiques i inorganiques
(sals minerals) dissoltes que formen el plasma sanguini.

La mutaci6 del factor V Leiden afecta la coagulacié de la sang. Per
aixo, el segiient pas va ser estudiar I’hemostasia (detencié d’una hemorra-
gia), els components que hi participen i les seves fases (hemostasia prima-
ria, coagulacio i fibrinolisi). Com és evident, la segona fase, la coagulacio,
va mereixer una atencio6 especial.

La coagulacio depen de diferents factors segons la seva naturalesa, la
seva procedeéncia, les influéncies a qué son sensibles i la seva funcio.
Aquests factors es denominen amb numeraci6é romana.

El factor V es coneix també com a factor labil o proacelerina. Es una
glucoproteina. No es troba en el sérum; aproximadament un 25% del fac-
tor V es troba localitzat en els granuls plaquetaris. Es de sintesi hepatica. En
activar-se, funciona com a cofactor i forma part de la protombinasa, que ac-
tiva la protrombina. El factor Va és inhibit per la proteina C.

La coagulacié no només comprén els mecanismes d’activacio sind que
també necessita d’uns mecanismes d’inhibicié que actuin sobre ella. Nor-
malment, la coagulaci6 es limita a la zona vascular lesionada com a conse-
qiiéncia de dos mecanismes:

* La capacitat de diluir del flux normal de la sang, que fa que les for-
mes activades dels factors circulin fins al fetge per ser destruides.

 La preseéncia en el plasma de substancies inhibidores que neutralit-
zen les formes actives i reben el nom de factors inhibidors de la coagulacid

Un d’aquests factors inhibidors és la proteina C, que és una proteina plas-
matica de sintesi hepatica i vitamina K dependent. La proteina C circula ha-
bitualment per la sang en forma inactiva i s’activa amb la trombina gracies a
I’ajuda del cofactor trombomodulina, que és el receptor de la trombina en les
cel-lules endotelials. La proteina C inhibeix els factors Va i Vlla. Es creu que
en el plasma hi ha, normalment, un inhibidor natural de la proteina C.

Trastorns de la coagulacio

Hi ha diferents trastorns de la coagulacio causats per alteracions plaque-
taries o per alteracions dels factors de la coagulacio. Aquests trastorns poden
provocar patologies hipocoagulants o hipercoagulants. La patologia més co-
neguda entre les hipocoagulants és 1’hemofilia, i la trombosi és la més habi-
tual de les hipercoagulants.
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El terme trombofilia s’utilitza per denominar diverses condicions, gen¢-
tiques o adquirides, o les dues coses a la vegada, que predisposen a desenvo-
lupar trombosis, que son estats d’hipercoagulabilitat de la sang. Es la
propensio a desenvolupar trombosis (coaguls sanguinis) a causa d’anorma-
litats en el sistema de la coagulacid. Els defectes hereditaris en un o més dels
factors de la coagulacié poden provocar la formacid de coaguls potencialment
perillosos.

Tot i tenir una incidéncia tan gran 1 estar molt estudiades, la majoria de
les causes de la trombosi soén de procedéncia desconeguda. Es calcula que el
50% de les trombosis no tenen una causa coneguda.

Causes biologiques de trombosi en la poblacio espanyola

En aquest treball ens centrarem en ’estudi de I’APCR (resisténcia a la
proteina C activada), que representa el 12,8% de les causes i que €és el defecte
hereditari més freqiient.

Hi ha diferents causes de trombosi hereditaria. Pot ser deguda a diversos
deficits (Antitrombina I1I, Cofactor II de I’heparina, Proteina C, Proteina S,
resisténcia a la proteina C activada, Hipo i displaminogenémia, Disfibrino-
genémia, Hiperprotombinémia, Factor XII, Coagulacié intravascular o, a ve-
gades, deficits combinats).

La identificacio de la trombofilia es realitza fonamentalment per prendre
conductes profilactiques i terapeutiques davant les situacions de risc en aque-
lles persones que son portadores d’una alteraciéo que augmenta el risc a des-
envolupar una trombosi.
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Els pacients que s’han de considerar per realitzar un estudi de trombosi
son els que presenten historia familiar de tromboembolies venoses, trombosi
idiopmatica recurrent, edat molt jove del primer episodi, trombosi després de
situacions de risc lleus, associacié de trombosi venosa i arterial, associacio
de trombosi amb pérdua fetal recurrent, trombosi en llocs inusuals, necrosi
de pell induida per anticoagulants orals o purpura fulminant del nounat

Una vegada conegut el defecte, si és congenit s’aconsella un estudi fa-
miliar per confirmar I’origen genétic de 1’alteraci6 i, a més, per identificar els
portadors sans de I’alteraci6. T¢ sentit, doncs, realitzar un estudi familiar, ja
que la conducta terapéutica a prendre per part del pacient es pot veure modi-
ficada i, si hi ha membres de la familia joves 1 asimptomatics, es podran pren-
dre mesures profilactiques davant I’exposicid de factors de risc com embaras,
puerperi, cirurgies...

El factor V

El factor V és una glicoproteina del sistema de la coagulacid sanguinia,
ocasionalment anomenat proaccelerina o factor labil. En contrast amb la ma-
joria dels altres factors de la coagulacid, aquest factor funciona com a cofac-
tor.

El gen que codifica el factor V es troba al brag curt del primer cromosoma
huma (1923) i és homoleg del factor VIII de la coagulacio. El gen s’estén per
70 kilobases (parell de bases, dos nucleotids ubicats en “al-lels” oposats de
I’ADN o I’ARN complementaris, que estan connectats per via enllagos d’hi-
drogen) consta de 25 exons (regions del gen que codifiquen una porcio espe-
cifica de la proteina completa) i la proteina resultant té una massa molecular
relativa d” aproximadament 330.000 Dalton.

Proteina del factor V
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El factor V circula en el plasma sanguini com una molécula de cadena unica
amb una vida mitjana plasmatica d’aproximadament 12 hores. Tot 1 aix0, s’han
reportat periodes de semidesintegracio que arriben a les 36 hores.

El factor V és capag d’unir-se a les plaquetes activades i s’activa per contacte
amb la trombina. En activar-se, el factor V s’empalma en dues cadenes que s’u-
neixen de manera no-covalent entre elles per intermediacié del calci. El factor V
s’activa com a cofactor del complex de la trombinasa. El factor X activat reque-
reix el calci i el factor V per convertir la protrombina en trombina, pas indispen-
sable en la coagulaci6 de la sang.

El factor Va es degrada per ’acci6 de la proteina C activada, un dels princi-
pals inhibidors fisiologics de la coagulacié. En preséncia de la trombomodulina,
la trombina actua per disminuir la coagulaci6é mitjancant ’acci6 de la PCA; per
tant, la concentraci6 i I’acci6 de la PCA s6n molt importants per limitar I’activa-
cid de la trombina.

El factor V Leiden

La mutacio del factor V Leiden és un trastorn poc conegut dels factors de la
coagulacio. Les propietats hemodinamiques de la sang es deuen a un equilibri na-
tural entre els factors que tendeixen a promoure la coagulacio i els que tendeixen
a controlar-la. Un exemple d’aquesta cooperacio és la que existeix entre el factor
V i el seu antagonista, la proteina C activada. Quan hi ha una mutacié en aquest
factor V de la coagulacio, aquesta relacio falla.

El factor V Leiden és el nom amb qué es coneix un trastorn hereditari de la
coagulacio de la sang. Consisteix en una mutacio (alteracié genetica) que es pro-
dueix en el gen que codifica el factor V de la coagulacio i causa un trastorn d’hi-
percoagulabilitat, un augment de la tendéncia a formar coaguls de sang anormals
en els vasos sanguinis.

El factor V Leiden és un trastorn heretat de manera autosomica i dominant.
La mutaci6 d’aquest gen consisteix en un polimorfisme de nucleotid simple (SNP)
situat a I’ex6 10 del gen localitzat al brag curt del cromosoma 1 huma. Ocorre com
una “‘substitucio sense sentit” la substitucié d una guanina per una adenina i pro-
dueix una proteina amb canvi d’aminoacids glutamina en lloc de arginina. El nu-
cleotid variant pot océrrer a nivell de la posicio 1691 (canvi d’adenina per
guanina) o de la 1746; el canvi d’aminoacid es produeix a la posicid 506 o 534
respectivament. Ateés que aquest aminoacid és normalment el punt de tall per la
proteina C activada, la mutacid impedeix la inactivacio efectiva del factor V. Quan
el factor V es manté actiu, facilita la superproduccio de trombina, que condueix
a la generacio de fibrina en excés i, en conseqiiéncia, a un excés de coagulacio.
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El factor V Leiden és la forma hereditaria més comuna de la trombofilia.
Entre el 3 1 8% de la poblacio ¢és formada per individus heterozigotics i 1 de cada
5000 és homozigotic respecte a la mutacio. La mutacio €s més comuna en la po-
blacio blanca i caucasica que en altres poblacions.

A Europa, aproximadament del 6 al 8% de la poblaci6 és portadora d’aquesta
mutacid. Aix0 explica la taxa relativament alta de malalties vasculars en la gent
caucasica. El factor V Leiden és el trastorn d’hipercoagulabilitat hereditari més
comu entre els euroasiatics; sol ser la causa d’aquesta patologia en el 20-50% dels
pacients amb trombofilia. Aquesta mutacié no es presenta en altres poblacions
(Asia, Africa). Quan una alteraci6 genética afecta més del 2% de la poblacid,
també es parla de “polimorfisme”, encara que la denominacio correcta seria “po-
limorfisme del factor V.

El nom Leiden prové de la ciutat de Leiden (Paisos Baixos), on va ser iden-
tificat per primera vegada el 1994 pel professor R.Bertina.

Els simptomes varien entre els individus. Hi ha algunes persones que tenen
el gen que produeix el factor V alterat perod que mai desenvoluparan cap trombosi,
mentre que altres pateixen trombosis freqiients abans dels 30 anys d’edat. Aquesta
variabilitat ve influenciada pel tipus de mutaci6 que té la persona i per la presén-
cia d’altres alteracions com la cirurgia, els anticonceptius orals o I’embaras.

Tot 1 aixi, els simptomes generals i principals factors d’estudi son:

¢ Tenir una primera trombosi venosa profunda (TVP) o embolia pulmonar
(PE) abans dels 50 anys d’edat.

* Patir una trombosi venosa en llocs inusuals del cos, tals com el cervell o el
fetge.

¢ Tenir una TVP o PE durant o immediatament després de 1I’embaras.

* Tenir un fort historial familiar de malalties tromboemboliques venoses.

* Patir flebitis superficials reiterades.

» Patir una malaltia vascular periferica, particularment una malaltia oclusiva
dels membres inferiors.

 Haver patit un episodi trombotic, especialment en llocs habituals com la
vena porta, la vena mesentérica o la vena axil-lar.

El factor V Leiden i la mutacié del gen de la protrombina sén els polimor-
fismes més freqiients implicats en la trombosi.

La coagulacio6 excessiva que es produeix en aquesta malaltia és quasi sem-
pre limitada a les venes on la coagulaci6 pot causar una trombosi venosa pro-
funda (TVP). Si els coaguls venosos s’arriben a trencar, poden viatjar a través del
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costat dret del cor fins als pulmons, on es bloqueja un vas sanguini pulmonar i
causa un tromboembolisme pulmonar. Les dones amb aquest trastorn tenen un
major risc d’avortament involuntari i mort fetal. Es molt infreqiient que aquest
trastorn causi la formaci6 de coaguls a les arteries, els quals provocarien un acci-
dent cerebral vascular o un infart agut de miocardi; el més freqiient és I’aparicio
d’un atac isquémic transitori. Ates que aquesta malaltia presenta dominancia in-
completa, els que son homozigotics per I’al-lel mutat tenen un risc major per als
episodis tromboembolics que aquells que son heterozigots per la mutacio.

El metge pot sospitar d’un diagnostic per aquesta mutacio si I’individu pre-
senta antecedents de trombosi venosa, siguin personals o familiars. El diagnostic
es realitza mitjangant una prova anomenada prova de detecci6 de la coagulacié o
mitjancant proves genetiques on s’analitza I’ ADN del gen que codifica pel factor
V.

Com que la mutaci6 del factor V Leiden té un patr6 d’hereéncia autosomica
dominant, és molt probable que la meitat dels parents de primer grau del pacient
amb la mutaci6 siguin portadors del mateix defecte.

Tenir la mutacié del factor V Leiden vol dir un major risc de desenvolupar
un coagul de sang perillds a les cames (TVP) o als pulmons (PE). Els estudis
diuen que 1 persona de cada 10.000 desenvolupara un coagul d’aquests a DVT o
PE cada any, i el risc augmenta amb 1’edat: un nen petit t€ un risc d” 1 entre
100.000 per any, una jove de 20 anys ja té¢ un risc d” 1 entre 10.000, a partir dels
40 anys el risc augmenta fins a 1 entre 1.000, 1 als 80 anys el risc és d” 1 entre 100
per any.

Tot 1 aix0, la mutacid en el factor V Leiden no sembla estar relacionada amb
el risc de patir un atac de cor sobtat ni un infart. Tampoc influeix ni augmenta el
risc de patir cancer ni defectes a ’hora de procrear.

Incidencia de la mutacié Leiden en el risc de patir una
trombosi segons I'edat
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El tractament de pacients amb factor V depén de les circumstancies clini-
ques. Les persones amb aquesta mutacio que ja han tingut una TVP o EP solen ser
tractades amb anticoagulants, que son uns medicaments que controlen i regulen
la coagulaci6 de la sang. Un anticoagulant és una substancia, endogena o exo-
gena, que inhibeix la coagulacio de la sang en interferir algun dels seus mecanis-
mes, afavorint que es produeixi I'hemorragia, si cal. En el plasma sanguini hi ha
diferents antiacoagulants: I'antitromboplastina, I'antitrombina, I'anticoagulant ipic
(AL), que es donen durant periodes variables de temps depenent de la situaci6 de
cada persona. L’anticoagulant més usat és ’heparina. Generalment no es reco-
mana que les persones que només han patit una TVP o EP siguin tractades tota la
vida amb anticoagulants, a no ser que existeixin altres factors de risc presents.

En general, les persones que tenen el factor V Leiden pero mai no han tin-
gut un episodi de trombosi no son tractades amb anticoagulants. A aquestes per-
sones se’ls aconsella reduir o delimitar altres factors de risc i, durant els periodes
en que el risc augmenta, com per exemple una cirurgia complexa, poden prendre
tractaments temporals d’anticoagulants.

PART PRACTICA

Recerca de voluntaris i preparacio

Era necessari disposar d’un nombre elevat de gent que s’oferis com a vo-
luntaria per participar en I’estudi. No importava I’edat, el sexe o el diagnostic de
cadasct, pero el poc coneixement de la mutaciod i la necessitat de realitzar ex-
traccions de sang podien complicar la recerca.

En primer lloc, vaig informar-ne els companys, mestres i personal de 1’Ins-
titut, 1 val a dir que I’acceptacio6 va ser important. Un altre métode va ser enviar
missatges per les xarxes socials (facebook, twitter...) 1, finalment, també vaig in-
formar del treball els familiars i coneguts de diferents ambits.

Pero va ser una gran sort fer ’estada a I’empresa a 1’hospital Sant Jaume
d’Olot. No pensava aconseguir voluntaris durant aquesta etapa i va ser una gran
sorpresa la implicacio que va demostrar el personal que treballava al laboratori i
a la sala d’extraccions. Vull dir que em van donar la possibilitat d’anar a la sala
d’extraccions al mati, de 8 a 10, durant I’horari en que les persones amb visita van
a punxar-se per realitzar-se les analisis que els ha demanat el metge. Jo pujava a
la sala d’espera i els explicava el meu treball 1, si hi havia algu interessat a col-la-
borar-hi, li realitzaven 1’extraccié de les mostres juntament amb les seves anali-
sis programades. Aquest metode va resultar ser el més efectiu de tots, ja que molta
gent cada dia va a realitzar-se analisis i estava molt disposada a col-laborar.
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Tot voluntari que volia realitzar la prova era numerat amb etiquetes i dispo-
sava de tres documents, sense els quals no podia sotmetre-s’hi:

* Document de consentiment informat
* Full de petici6 de la prova
¢ Full amb les dades personals (sexe, edat i grup a qué pertanyia)

A efectes de poder separar els resultats en funci6 de la procedéncia i dife-
renciar els resultats dels individus més clarament “garrotxins”, vaig establir una
divisio per grups segons si llurs avis/avies eren nascuts a la Garrotxa o no.

Si el pare 1 la mare d’un progenitor eren nascuts a la Garrotxa, el progenitor
es considerava del 100%.

Si, dels 2, només un era nascut a la Garrotxa, el progenitor es consi-
derava del 50%.

Si cap dels 2 era nascut a la Garrotxa, el progenitor es considerava del 0%.

Aix0 donava la segiient classificacio:

* Garrotxi 100-75%: els 2 progenitors 100% o un 100% i ’altre 50%
* Garrotxi 50%: un progenitor 100%, I’altre 0%

* Garrotxi 25%: els dos progenitors 50%

* Europeu: resta espanyols/europeus

* No Europeu: progenitors nascuts fora d’Europa

Dades de la mostra

L’eleccio de voluntaris no estava limitada per cap parametre, sind que gent
de tot sexe, edat o grup podia oferir-se per ser estudiada. L" tnica diferéncia es feia
amb els voluntaris menors d’edat, que necessitaven un full d’autoritzacio per part
dels tutors.

La impossibilitat de fer un estudi més ampli comporta que els percentatges
d’edat, sexe i grup no siguin exactes als de la poblacié general.

Com podem observar, una tercera part dels voluntaris soén majors de 40 anys
1la majoria de la poblacid és més gran de 60 anys. Aixo ve donat basicament pel
fet que el gruix dels voluntaris van ser captats a I’hospital, on hi ha majoria de gent
gran.

La mitjana general d’edat se situa a 47°42 anys. 53’35 ¢s la mitjana per a les
dones 144’17 per als homes

Hi ha una majoria de persones del sexe femeni (65%), que es correspon a la
majoria de dones en la nostra societat.
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Com ¢és facilment destacable, gairebé la meitat dels voluntaris estudiats son
100% autoctons de la Garrotxa. Aixo és justificable, ja que es tractava d’intentar
estudiar la incidéncia que tenia la mutaci6 del factor V Leiden en aquesta co-

marca.
El resum de les dades dels participants queda prou clar en les segiients

grafiques:

Distribucio per edats

Distribucio per sexes

Distribucio per grups
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Les extraccions es van realitzar en diferents dies del mes de juliol del 2013.

Protocol técnic

Les proves es van fer seguint el Protocol normalitzat i les directrius del Pla
de Qualitat de I’Hospital Sant Jaume d’Olot.

1 - Utilitat:
Detecci6 de la mutacio FV Q506 a través de la resistencia que presenta
aquesta un cop mutada a I’accio6 de la proteina C de la coagulacio.

2 - Reactius:

Hemosil Factor V Leiden (APC Resistance V) (002000700) distribuit per
IZASA (inclou control intern).

2.1 Estabilitat del reactiu.

2.1.1 Sense reconstituir fins a la data de caducitat.

2.1.2 Un cop reconstituit, fins a 3 mesos congelat a -20°C.

3 - Llista de treball:
Hemostasia Especial. Cada dia s’ha de treure la llista de treball i comprovar
que les mostres pendents es congelen al congelador CO-001, al calaix de mostres.

4 - Freqiiéncia de determinacions:
Es faran les determinacions un cop es tinguin 5 mostres congelades pendents
de resultat, o 1 cop al mes en cas de poca demanda.

5 - Técnica:

5.1 Esrealitza un aPTT i un aPTT-APC en una mostra prediluida amb plasma
deficient en factor V.

5.2 Si hi ha una mutacié Leiden al factor V per apareixer resisténcia a la de-
gradacio per la APC, la rao6 entre ’aPTT sense APC i ’aPTT amb APC sera in-
ferior a I’interval de normalitat esperat (2.18 a 3.38).

6 — Pla de qualitat:

6.1 Control Intern: cada cop que es realitza la tecnica s’ha d’incloure el
control C2 (patologic) inclos en el mateix kit (ja esta programat a 1" ACL-
9000 com a Control de qualitat). Si totes les determinacions que es realitzen
son patologiques, abans d’informar dels resultats cal fer el control C1 (nor-
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mal) inclos en el kit.
6.2 Control Extern: estem inscrits al Programa d’Avaluaci6é Externa de la
Qualitat FPCQLC (http://www.hemqual.com/)

Preparacio i conservacio de les mostres

Les extraccions de sang les realitzaven al consultori 11 de I’Hospital Sant
Jaume d’Olot els responsables del laboratori d’analisis.

S’extreien 2 tubs de citrat de 2 ml de sang cadascun, que s’etiquetaven i nu-
meraven. Els tubs i documents es baixaven al laboratori, on s’entraven les dades
iel codi dels voluntaris a I’ordinador.

Els tubs eren centrifugats i se n’utilitzava un per a les primeres proves: el
temps de protrombina (Quick o PT) i el temps de tromboplastina parcial activada
(aPTT o cefalina). Aquestes son proves de projeccio, que ajuden a estudiar la via
intrinseca o extrinseca de la coagulacio. El segon tub era sotmes a una extraccio
del plasma, que es congelava i es guardava en 2 tubs més petits en un congelador
a-20°.

El dia que es volia realitzar la prova de la RPCA, les mostres havien de ser
descongelades. Només es descongelava una mostra de plasma per pacient, de les
dues que van ser guardades; la segona es deixava al congelador per si hi havia
algun problema amb la primera i s’havia de realitzar una réplica. Aquest segon tub
només es guardava fins a la finalitzaci6 de la prova de la RPCA. Una vegada els
resultats havien estat correctes i validats, la mostra es llengava en un contenidor
de residus de I’hospital.

Prova de la RPCA

Les proves de les mostres dels voluntaris per a la RPCA es van realitzar en
dos dies diferents. En total comptavem amb unes 120 mostres, pero el reactiu dis-
ponible només arribava per realitzar-ne 95. Per tant, varem haver de descartar-
ne unes quantes. El criteri que es va seguir a I’hora de triar quines mostres tenien
prioritat per sobre de les altres va ser atenent a les zones geografiques a que per-
tanyien.

Els voluntaris que eren 100% 1 50% de la Garrotxa van ser els que es van se-
leccionar primer, ja que la qiiestio era estudiar si hi havia molta preséncia de la mu-
tacid en aquesta comarca.

Com que amb tots aquests no s’arribava al limit, hi vam poder incloure
tots els voluntaris europeus i no europeus, per mirar si l’¢tnia caucasica pre-
sentava un index de la mutacid superior als voluntaris d’altres étnies. Per
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ultim, també es van seleccionar alguns voluntaris de la peninsula, tot i que no
els varem poder analitzar tots. Aquest van ser els més descartats per falta de
reactiu.

A causa de la durada de la prova, varem decidir realitzar-la en dos dies
diferents, per no obstaculitzar durant molt de temps la maquina utilitzada (que
també es fa servir per realitzar les proves rutinaries i les urgéncies de cefalina
1 temps de protrombina).

Per realitzar la prova es van triar el dimarts 16 i dijous 25 de juliol.

Es va utilitzar un aparell ACL 9000. Primer de tot, abans de passar cap
mostra de cap voluntari, és imprescindible comprovar el correcte funciona-
ment de I’aparell, per poder donar per valids tots els resultats posteriors. Per
fer aquesta comprovacio6 s’utilitzen els controls que vénen a la caixa de reac-
tius. D’aquest controls n’hi ha un de normal i un de patologic.

Es fa funcionar 1’aparell per passar només aquestes dues mostres i, si els
resultats son els adients, es donen per valids i es pot comencar a treballar amb
les mostres de voluntaris reals.

Primer de tot s’han de descongelar i preparar les mostres. Un cop s’ha
emplenat el “canu” amb les mostres dels voluntaris i s’han col-locat els reac-
tius als llocs especifics, es col-loca el “canu” al lloc indicat i s’indica mitjan-
cant la pantalla tactil que ja es pot iniciar la prova.

Després, el procediment és totalment digital i no necessita a intervencio
humana, a no ser que s’acabin les paletes de reaccions o algun reactiu.

La prova, si hi ha el maxim de mostres (40), sol durar unes dues hores.
Els resultats es van enviant, mitjancant la xarxa de [’hospital, als ordinadors
centralitzats al moment que son realitzats.

Resultats de les proves

Abans d’analitzar els resultats de les RPCA s’havia de mirar si alguna
mostra resultava patologica respecte a la primera prova que es feia, el temps
de protrombina i el temps de tromboplastina parcial activada, ja que aquest
primer resultat patologic podia modificar el de la prova de la resisténcia a la
proteina C activada.

Per tant, primer em vaig disposar a analitzar aquests primers resultats.
Tant en la protrombina com a la cefalina el rati normal és d’entre 0.8 1 1,2

En el cas de les nostres mostres, tots els resultats patologics (4%) son
deguts als “sintroms”, que és un tractament anticoagulant que prenen alguns
pacients.
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Un cop comprovats aquests resultats i havent estat validats, es pogué pas-
sar a estudiar les RPCA, que van donar un 100% de resultats normals.

INTERVAL MITJANA NOMBRE DE VOLUNTARIS
2.30-2.39 2,340 4
2.40-2.49 2,435 4
2.50-2.59 2,572 4
2.60-2.69 2,639 12
2.70-2.79 2,738 8
2.80-2.89 2,833 23
2.90-2.99 2,940 22
3.00-3.09 3,041 12
3.10-3.19 3,131 6

Error 1
96

La resisténcia a la PCA es considera patologica a partir del 3.18 i,
com es veu, no va sortir cap resultat alterat. Per tant, totes les mostres eren
sanes i estaven dins els resultats normals.

Un cop recollides i classificades totes les dades, em vaig disposar a
estudiar-les de diferents maneres: agrupant-les, observant-les i comparant-
les entre diferents grups, per poder arribar a extreure’n totes les conclu-
sions possibles.

Podem observar que la majoria dels resultats es troben en 1’interval
(2.90-2.99), seguits de I’interval (2.80-2.89).

Els grups que han obtingut menys voluntaris (4%) son els intervals de
(2.30-2.39), (2.40-2.49) i (2.50-2.59).

El valor minim que s’ha diagnosticat ha estat 2.32, del voluntari
90074535, i es tracta d’una persona del sexe femeni, de 17 anys i que per-
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tany al grup dels europeus. El valor maxim que s’ha trobat ha estat 3.17,
un valor realment molt alt (recordem que a partir de 3.18 ja es considera
un resultat patologic respecte a la mutacid). 90074587 és el nombre que
representa 1’individu que ha marcat aquest resultat i es tracta d’ una dona
de 66 anys, 100% garrotxina.

Tot 1 aixi, la mitjana dels resultats es troba en 2°823. 2°805 per als
homes 1 2’856 per a les dones. Veiem que la mitjana per a les dones és
lleugerament més alta, perd sense gaires diferéncies a destacar.

Aquests mateixos resultats i grafics encara es poden afinar més, com-
parant els rangs de valors anteriors amb el sexe, I’edat o el grup dels in-
dividus:

Veiem que, tant en homes com en dones, els valors en els quals es
troben més voluntaris son els compresos entre (2.80-2.89). Com a carac-
teristica general es podria dir que les dues grafiques son molt similars. Tot
1 aixi, hi ha presents algunes diferéncies: una d’aquestes és que els homes
no tenen cap representant en el periode de valors compresos entre (2.40-
2.49), mentre que les dones en tenen quatre.

Un altre detall és el corresponent a ’estudi dels resultats segons el

grup.
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Podem observar que tots els grups presenten una caracteristica en
comu: la majoria dels seus voluntaris es troben compresos en 1’ interval
que es troba entre (2.80 — 3.09). El grup que més es diferencia dels altres
a simple vista ¢€s el dels europeus, ja que €s el que tenia menys represen-
tants i voluntaris.

Finalment, també¢ vaig estudiar les diferéncies per edat, sexe i grup.

Mitjana segons grup Mitjana segons edat

Mitjana segons sexe

Veiem que hi ha una clara diferéncia entre els valors de la mitjana
dels homes amb els de les dones. Presenten una diferéncia de 0.0436. Pot
semblar molt petita, perd en realitat en aquesta prova és molt important.
Tot i aixi, per ser una mutacio6 hereditaria que s’hereta per igual a tots dos
sexes, no hi ha una explicacid cientifica que justifiqui aquests resultats
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més enlla de I’atzar.

Podem observar que les séries amb els resultats més alts son les com-
preses entre les edats de 40 a més de 60 anys. Aix0 ens pot portar a pen-
sar que el risc de presentar aquesta mutacidé augmenta amb 1’edat. Pero
aquest seria un pressuposit fals, ja que la mutacid és hereditaria i, per tant,
ha d’estar present des del naixement i I’edat no hauria d’influir en el re-
sultat. El que si que es pot extreure dels resultats comparats amb les edats,
¢és que hi va haver una época, anys enrere, que, segurament perque la co-
marca estava més tancada que actualment, el risc de patir-la era més alt.
Per aixo els resultats de la gent més gran son més alts.

Pel que fa al grup, observem que el que més es diferencia de la resta
per tenir els valors més alts de mitjana és el que correspon a les mostres
dels voluntaris no europeus, seguit del corresponent als resultats de no ga-
rrotxins, garrotxins 50% i garrotxins 100%. I, amb una clara diferéncia, el
minim es presenta en els resultats dels voluntaris europeus, que es troben
amb una gran diferéncia per sota els altres. La diferéncia que hi ha entre
la mitjana dels no europeus (valors maxims) i els no europeus (minims) és
de 0.121. De totes maneres, el petit percentatge dels dos darrers grups no
permet extreure conclusions definitives.

També vam analitzar les dades creuant les diferents caracteristiques
(edat, sexe, grup), perd no es donen aspectes significatius a remarcar en
aquest resum.

Si comparem les observacions de les diferents franges, veiem que els
grups que es repeteixen més vegades amb la mitjana més alta son els de
no europeus i els de no garrotxins. I el grup que es dona més vegades amb
els valors més baixos és el grup dels no garrotxins. Es un resultat ambigu,
ja que el grup que ha donat els valors més baixos també ¢€s el que ha donat
els valors més alts. Com a resum, podriem dir que hi ha molta diversitat
entre els diferents valors, grups i franges. Tot 1 aixi, les diferéncies sén
minimes. La maxima la trobem en la primera franja d’edat (els menors de
20 anys) entre els no europeus i els europeus, de 0.68 punts. I la minima
diferéncia la trobem en I’ ultima franja d’edat (els majors de 60 anys) que
és de 0.067 punts. Com s’ha dit abans, que hi hagi tanta diferéncia entre
els valors dels més joves, i menys entre els dels més grans, pot venir donat
per la tendéncia de la Garrotxa, i igualment es podria estendre a altres pai-
sos, de ser una poblaci6 tancada, tirada a I’endogamia, ja sigui per pro-
blemes de vies de comunicacio6 o de cultura.
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Conclusions

Amb els resultats obtinguts he pogut arribar a diverses conclusions.
Algunes segueixen i confirmen les hipotesis plantejades; d’altres, pero,
no s’han acomplert i refuten la meva idea inicial.

Com s’ha vist en els resultats, no n’ he trobat cap de patologic res-
pecte a la mutacio del factor V Leiden en les 96 mostres estudiades. Aquest
resultat és molt important perqué m’aporta molta informacid.

Per una banda, em confirma la hipotesi que el factor V Leiden és una
mutaci6 que té poca prevalenga en la poblaci6 general, ja que no s’ha tro-
bat cap resultat mutat en les analisis realitzades. No es confirmen total-
ment les dades obtingudes en el marc teoric, on es diu que la mutacié del
factor V Leiden té una preséncia del 6-8% en la poblacié caucasica i una
mica menys en la resta; en el meu estudi ha estat del 0%. Tot i aixi, encara
que no s’ha donat el resultat exacte, si que es confirma la meva hipotesi
que la mutaci6 és un trastorn poc comu en la poblacié general.

Per altra banda, la segona hipotesi resulta totalment refutada en aquest
estudi. Aquesta hipotesi citava textualment: “La gent d’origen garrotxi
presenta un percentatge més alt d’individus patogens respecte a la muta-
cid”. Aquesta hipotesi afirmava que la gent de la Garrotxa presenta un
nombre més alt d’individus mutats. Segons els resultats obtinguts, queda
totalment clar que la gent 100% garrotxina presenta un nombre similar de
casos de la mutaci6 al de la resta de poblacio i grups estudiats. Per tant,
aquesta hipotesi es dona per refutada. Tot 1 aix0, no descarto la possibili-
tat que es tracti d’un resultat derivat de la falta de mostres. Aquest pro-
blema no ha vingut donat per falta de voluntaris, que eren suficients per
realitzar un bon estudi, sind per manca de recursos economics, ja que no
disposavem de suficient pressupost per comprar el reactiu necessari per re-
alitzar la prova a totes les mostres. En conseqiiéncia, i per estar-ne total-
ment segurs, seria necessari realitzar un estudi a gran escala.

Com que aix0 no sera viable, jo extrec les conclusions possibles dels
meus resultats, amb les seves limitacions i imprecisions. Tot em porta a
pensar que 1’opcid bona ha estat refutar la hipotesi, ja que, personalment
i després de veure els resultats, no crec que hi hagi una diferéncia desta-
cada per ser d’una zona o d’una altra. Si que la Garrotxa ha estat una co-
marca relativament aillada, tant fisicament, per les limitacions
d’accessibilitat, com per la mentalitat més tancada de la gent a ’hora de
relacionar-se amb persones de fora de la comarca; perd aquest fet no crec
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que sigui suficientment rellevant com per provocar un augment d’una mu-
tacido com aquesta.

També m’agradaria puntualitzar que tots els comentaris i observa-
cions fets en cada grafic dels resultats responen a una interpretacio literal
de la informacioé que s’hi descriu. No tenen cap valor cientific, ja que, com
molt bé s’especifica en la part tedrica, la mutacié no depén del sexe, ja
que es tracta d’un caracter dominant que no distingeix entre homes o
dones. Tampoc no depén de 1’edat, ja que no és una mutacié adquirida,
sind que s’hi neix o no, tant en posicido homozigotica com heterozigotica.
Tot i aixi, de ’edat si que en podem extreure una conclusié important que
respon a aquesta pregunta: si es tracta d’una mutacié no adquirida, com
s’explica que la gent de major edat presenti resultats més alts que els més
joves? Aquesta pregunta pot tenir diferents respostes:

* Es tracta d’una casualitat.

* Realment, com que anteriorment la Garrotxa era una comarca més
tancada, si que es va incrementar el nombre d’individus mutats; pero ac-
tualment, quan s’ha millorat en aquest aspecte, ja no hi ha diferéncies res-
pecte a la resta de la poblacio.

De les dues respostes, jo donaria com a viable la primera, que es tracta
d’una casualitat, ja que, com s’ha dit anteriorment, la segona hipotesi es
donaria per refutada.

La tercera i Gltima hipotesi era: “ les persones de sexe femeni pre-
senten més aquesta mutacio que les de sexe masculi”. Aquesta afirmacio
també es veu refutada, ja que he obtingut el mateix nombre de resultats pa-
tologics tant per als individus masculins com per als femenins. Tot i aix0,
amb els resultats no queda del tot demostrat, ja que en realitat no s ha tro-
bat cap resultat patologic per a cap dels sexes, i es podria pensar que pot-
ser si que existeix una diferéncia. En aquest cas, es treu la justificacio
directament de la teoria. El que aquesta ens diu és que si que hi ha més
incidéncia i possibilitat de patir trombosi en dones; aquesta major pro-
pensi6 ve donada pels temes ja esmentats de [’embaras, els anticoncep-
tius orals... Tot 1 aixo, la teoria també ens diu que no totes les trombosis
vénen provocades per la mutacid del factor V Leiden, sin6 que hi ha mol-
tes causes diverses que poden desembocar-hi. La prova es troba en el tipus
de mutaci6 de que es tracta, que €s una mutacid de caracter dominant i, per
tant, no presenta cap distincio referent al sexe 1, conseqiientment, estadis-
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ticament parlant, no s’hauria de donar cap diferéncia entre els individus de
sexe femeni 1 masculi.

Tenint presents aquestes conclusions, crec que el fet que no hagi tro-
bat cap resultat patologic no ha representat un impediment ni una menys-
valoraci6 del treball. Estic fins i tot contenta d’aquest resultat, ja que el
trobo molt 10gic i1 versemblant; crec que s’ajusta a la teoria i no la contra-
diu. Per tant, és un indicador que el treball ha estat realitzat correctament.

A més a més, aquest treball m’ha servit per conéixer de més a prop el
funcionament d’un sistema tan important com és 1’hemostasia i la seva
importancia en el cos huma. També he pogut aprofundir en diversos temes
de laboratori i he millorat el meu coneixement del cos en general.

Paral-lelament, tamb¢ he apres a realitzar un estudi de recerca serids
i m’he adonat de la dificultat que representa en algunes ocasions seguir-
ne els procediments exactes. En tots els casos és complicat quan es vol
estudiar un factor variant. I encara s’incrementa més la dificultat si en
aquest estudi s’hi afegeix una part estadistica en qué les diverses variables
es mouen i canvien independentment. Tot i aixi, estic molt orgullosa de
la feina feta i dels resultats obtinguts, de tot el contingut que n’he pogut
extreure 1 aprendre.

Per ultim, perd no menys important, m’he adonat que per a tot en
aquesta vida, sigui per a la ciéncia o tamb¢ en la vida personal, és molt im-
portant disposar dels recursos economics suficients. Dic aixo referint-
me al fet que ha estat un tema que ha influit en el meu treball, ja que per
falta de pressupost es varen haver de retallar les mostres a estudiar. Aquest
fet no solament em va reduir I’estudi en general sind també, i aixo és el
més important, la seva exactitud i credibilitat, que €s el que realment em
sap greu. Veig que podia haver fet molt més del que he fet i que, per culpa
de no disposar de suficient pressupost, m’he quedat a les portes d’un pro-
jecte que podria haver arribat a ser gran. Si, he sentit impoténcia, pero
aixo també té la part positiva: m’ha fet aprendre que és un fet que cada ve-
gada més en el mon professional, i especialment en el mon cientific, molts
projectes (més grans i importants per a la humanitat que aquest, segur) es
queden a les portes i es veuen frustrats per manca de pressupost. [ aquesta
realitat ens fa veure a tots els estudiants el que costa realitzar un treball
sense tots els recursos i valorar molt seriosament i amb admiracid la tasca
de tots els cientifics que, malgrat les dificultats, tiren endavant projectes
de gran envergadura.
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Aquestes son les conclusions que he pogut extreure del treball. I per
tot aix0, en faig una valoracio positiva, i estic molt contenta i satisfeta de
tot el que m’ha aportat en general aquesta experiéncia.



