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Resumen

La enfermedad tromboembdlica constituye un gran problema clinico debido a su alta
incidencia y a su importante morbilidad. Desde €l punto de vista patogénico, esta es una
enfermedad multifactorial que resulta de la interrelacion entre factores ambientales y
genéticos.

Durante los dltimos afios se han identificado varios factores genéticos que predisponen a la
trombosis, sin embargo hasta el momento solo dos de ellos tienen una alta prevalencia: el
factor V Leiden y la protrombina 20210A.

El FV Leiden es @ factor de riesgo genético mas frecuentemente encontrado en las trombosis
venosas. Corresponde a una mutacion en el gen del factor V, que determina una resistencia a
la inactivacién del factor V activado por la proteina C activada. La incidencia encontrada en
pacientes con trombosis venosa es de 20%, determinando para aquellos portadores

heter ozigotos un aumento de siete veces en e riesgo de trombosis.

La variante alélica protrombina 20210A es una mutacion en € gen de la protrombina
asociada a un aumento de la concentracion plasmética de protrombina y que confiere un
mayor riesgo de trombosis venosa a los individuos portadores de esta mutacion. Se ha
observado una incidencia de 18% en pacientes con historia familiar de trombosis, mientras
gue en sujetos sanos es de aproximadamente 2%. Debido a que ambos defectos son causados
por una mutacion puntual*, e analisis molecular es considerado un pilar diagnostico.

La alta prevalencia de estas alteraciones genéticas encontrada a nivel mundial,
conjuntamente con el riesgo trombdtico que conllevan, pone de manifiesto la importancia de
este estudio en nuestro pais.

En este trabajo se discuten los primeros casos diagnosticados como portadores de estas
mutaciones en Uruguay.
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Introduccion

Latrombosis venosa constituye un problema parala sa-
lud debido a que es una enfermedad frecuente presentan-
do una incidencia anual de aproximadamente uno cada
1.000 habitantes, conimportante morbilidad y considera-
ble mortalidad por tromboembolismo pulmonar. Laalter-
nativamés|gicaparasu abordajeeslaprofilaxis. Laiden-
tificacion de | os pacientes con riesgo aumentado de desa-
rrollar complicacionestromboembdlicasy el tratamiento
profiléctico apropiado deben contribuir adisminuir lamor-
bimortalidad rel acionadas. L osfactores deriesgo paraesta
enfermedad incluyen tanto factores hereditarios como
adquiridos. La importancia de los factores genéticos es
demostrada por el hecho que en 20%-40% de los pacien-
tes existen antecedentes familiares de laenfermedad.

Durante los Ultimos afios se han identificado varios
factores genéticos que predisponen a la trombosis, sin
embargo hasta e momento silo dos de ellos tienen una
dtaprevaencia d factor V Leideny laprotrombina20210A.

Debido a que ambos defectos son causados por una
mutacion puntual, e andlisis genético es considerado la
base del diagndstico de laboratorio.

La alta prevalencia de estas alteraciones genéticas
encontrada a nivel mundial, conjuntamente con el riesgo
trombdtico que conllevan, pone de manifiesto laimpor-
tanciade este estudio en nuestro pais. Esto se estallevan-
do a cabo, por un lado, mediante un convenio entre el
Departamento Bésico de MedicinadelaFacultad de Me-
dicina, Universidad delaRepublicay e Centro de Estudio
de Afecciones de Hemostasisy Trombosis (CEATH) del
Hospital Italiano para el andlisis de estos factores en pa-
cientes con diagnéstico presuntivo detrombofilia. Por otra
parte, el estudio de la prevalencia de estos factores en la
poblacién uruguaya sana se esté realizando mediante un
proyecto otorgado por la Fundacion Manuel Pérez con
financiaci6n externade Rhdne-Poulenc.

En este trabgjo, después de una breve introduccion
sobre ambosfactores, analizaremos|as caracteristicascli-
nicasy de laboratorio de los primeros casos encontrados
con mutacionesparael FV Leideny el FIl 20210A.

ResistenciaalaproteinaC activaday factor V Leiden
(FV G1691A)

Laproteina C activada (PCa) es una serino-proteasa con
potentes propiedades anticoagulantes que actla limitan-
do la formacién del trombo mediante la inactivacion
proteoliticadel FVay del FVIlla

El fendmeno delaresistenciaalaPCa(RPCA) fuedes-
cubierto hace cinco afios por Dahlback y colegas®. Un
afio después se identifico el defecto molecular como una
mutacion puntual en €l factor V (FV)@. La mutacion es
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unasustitucion del nucledtido G por el nucledtido A en el
nucledtido 1691. Esto determinael reemplazo en laprotei-
nade unaargininaen laposicion 506 por unaglutamina®?.
Por tanto, & FV mutado puede denominarse como FV
G1691A o FV R506Q, aunque es cominmente denomina-
doFV Leiden.

Normamente el FVaseinactivamediante clivacionen
la posicion Arg506 seguida por un segundo clivaje en la
posicién Arg306. En el caso del FV Leiden, no ocurre el
clivgieenlaArg 506 determinando quee proceso declivge
en la posicion Arg306 sea diez veces més lento, lo que
origina el fendmeno de laresistencia ala actividad anti-
coagulante de la PCa®.

La prevalencia de este factor es de aproximadamente
5% en lapoblacién caucésicaeuropeay en lanorteameri-
cana, siendo de considerable menor frecuenciao préctica
mente inexistente en individuos de raza negra, en asiéti-
cos y en indigenas americanos. Aun en las sociedades
occidentales muestra cierta variabilidad (revision en®?).
Lamésataprevalencia se describio en Suecia (15%). En
Alemania también se observd una elevada prevalencia
(10%). Holanda, Reino Unido y Estados Unidos presenta-
ron unaprevalenciadealrededor de 3%-5%, mientras que
en Espafia e Italia se observo una prevalencia de 2%. En
paises sudamericanos se ha descrito una prevalencia si-
milar a la hallada en la poblacion caucésica occidental :
Venezuda(Vaencia) 1,6%, Argentina(BuenosAires) 5,1%,
CogtaRica2,0%, Brasil (San Pablo) 2%y Chile (Santiago),
3,8%19, Esimportante recalcar que lamayoria de estos
estudios se realizaron mediante estudio funcional, no ha-
biéndose realizado un andlisis genotipico para demostrar
el FV mutado.

El FV Leiden sehaencontrado en alrededor de 20% de
|os casos con trombosis venosa profunda (TVP) y de 50%
de los casos de TVP donde existe historia familiar19.
Segln The Leiden Trombophilia Study, € riesgo relativo
de trombosis conferido por este factor es de 7 para los
portadores heterozigotos y de 80 en los homozigotos*?.

El test inicial parala RPCA es un estudio funcional
que se basaen lacomparacién del tiempo de coagulacién
APTT (activated partial thromboplastintime) en el plasma
del paciente en presencia y ausencia de una cantidad
estandarizada de PCaexdgena (revisado en®). El fenotipo
delaRPCA se caracteriza por una minima prolongacién
del APTT enrespuestaala PCA. Este test tiene una sen-
sibilidad y especificidad parael FV Leiden de 85%-90%.
Una desventgjaimportante que presenta este tipo de test
es que no puede ser utilizado parael andlisisde pacientes
en tratamiento con anticoagul antes.

El test mésdirecto paralaidentificacion del FV Leiden
es el andlisis genético que incluye la utilizacién de ADN
gendmico como molde paralaamplificacion defragmento
del gendel FV que contienelamutacion. Se puede detec-
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tar la presencia 0 ausencia de la mutacion mediante res-
triccion enzimatica, uso de sondas alelo-especificas o
secuenciacion directadel fragmento de PCR amplificado
de manerade demostrar lasustitucion G por A enlaposi-
€ion 1691219, Unaventajaadicional frenteal estudio fun-
cional esqueel andlisisdel ADN permiteidentificar indi-
viduos normales, heterozigotos y homozigotos.

Variante20210A delaprotrombina. Factor || G20210A

La protrombinaes el precursor delatrombina, el efector
fina de la cascada de la coagulacién que conduce a la
formacién defibrina. Laprotrombinaesunaenzimaclave
en el equilibrio entre procoagulacién y anticoagulacién
porgue promueve la coagulacion por retroalimentacion
positivay también promueve laanti coagul acién mediante
laactivacion delaviadelaproteina C*”. Recientemente
sehadescrito unavariante genéticadel gen delaprotrom-
bina asociada con un aumento del riesgo de trombosis.
Estamutacion estalocalizadaen laregion 3’ -no codifican-
te (3'UTR) de este gen y consiste en la sustitucion del
nucledtido G por el nucledtido A enlaposicion 202109,

Desde el punto de vista funcional se ha demostrado
gue esta mutacion se asocia con niveles plasméticos au-
mentados de protrombina sugiriendo que el aumento de
riesgo asociado con el alelo 20210A puede estar relacio-
nado con e aumento de la concentracion plasmatica de
esta proteina®®.

Esta mutacién ha sido encontrada en 1%-2% de indi-
viduos sanos, 6,2% de pacientes con un primer episodio
deTVPy 18% delos pacientes con trombofiliafamiliar no
explicada®®2, L os estudios caso/control permitieron es-
tablecer un riesgo relativo de trombosis paralapresencia
deeste alelo de 2,8. Esinteresante hacer notar que el FlI
20210A se ha encontrado asociado con un aumento del
riesgo de infarto de miocardio en mujeres jovenes®. Sin
embargo, al igual que ocurre con el FV Leiden, €l rol de
este factor en latrombosis arterial es controvertido.

El diagndstico de laboratorio para demostrar la pre-
sencia de protrombina 20210A esté basado Unicamente
enel andlisisde ADN. Estamutacion esel primer . emplo
de un defecto genético de la coagulacién que no puede
ser diagnosti cado por pruebas funcionales o inmunol 6gi-
cas. La deteccion de esta variante alélica se realiza me-
diante técnicas de genéticamol ecul ar, las cuales se basan
enlaamplificacion del ADN por PCR seguidadedigestion
enzimética(PCR-RFLP)®.

Material y método
Todos los procedimientos realizados concuerdan con las

normas &icas segun laDeclaracion deHelsinki de 1975 en
laversion revisadade 1983.
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Extraccion de DNA

El DNA gendmico fue extraido de sangre periféricatotal
citratada mediante técnicas convencionales. Al llegar a
laboratorio, las muestras de sangre fueron centrifugadas
a2.500 rpm durante diez minutos. El buffy coat fue colecta
doy guardado a—20°C hastalaextraccién del ADN.

Deteccion del FV Leiden

El factor V Leiden se detecté mediante amplificacién por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) seguida de
digestion conlaenzimaderestriccion Mnll segiin € méto-
do publicado por Beauchamp NJ y colaboradores en
199449, |_aamplificacion por PCR serealizé utilizando un
par de nucledtidos cebadores (Gibco BRL, UK) que
flanquean un fragmento de 147 pares de bases (pb) que
codifican el sitio declivaje delaproteina C activada. (Pri-
mer 1. 5°- CAT GAGAGA CAT CGCCTC TG (nucledtidos
1623-1642) y primer 2:5- GACCTAACATGT TCTAGC
CAG AAG (intrén 10 nucl edtido 45— 68). Posteriormente
seredlizélaincubacion a37°C ddl producto de PCR conla
enzimaMnll (New England Biolabs, Estados Unidos). El

producto digerido fue analizado en gel de agarosaal 2%,
habiéndose detectado las bandas mediante tincion con
bromuro de etidio. Esta digestion origina fragmentos de
25, 37y 85 pb cuando A est4 presente en laposicion 1691
(alelo normal) mientras que la sustitucion por una G en
esta posicion (alelo mutado) produce dos fragmentos de
25y 122 pb, yaque estamutacion determinalapérdidade
un sitio derestriccién paralaenzimaMnll (figural).

Deteccion de la variante FIl 20210A

Este andlisis serealizamediante amplificacion por PCR de
un fragmento de laregion 3'UT de la protrombina. Para
ello se utiliz6 un primer mutagénico, o sea que se disefio
un nucledtido cebador con una sustitucion en un nucleo-
tido de manera que la combinacién de esta sustitucion
con laanormalidad genéticaen laposicion 20210 origine
un nuevo sitio derestriccion paralaenzimaHindl 1 segiin
el método publicado por Poort SR y colaboradores®®.
Utilizando los nucledtidos cebadores: 5°-TCT AGA
AACAGT TGC CTG GC (nuclebtidos 19889 - 19908) y
5- ATA GCA CTG GGA GCA TTGAA*G C (nucledtidos
20233-20212) (Gibco BRL, Estados Unidos) , seamplificd
por PCR un fragmento de 345 pb. El asterisco sefida el
nucledtido modificado. El aelo normal carece desitio de
restriccion Hindl11 (New England Biolabs, Estados Uni-
dos) y, por tanto, se observaen el gel de electroforesisun
solo fragmento de 345 pb. En el caso de presentar unalelo
mutado, éste origina un nuevo sitio de restriccion deter-
minando la produccién de dos fragmentos de 322 pb y de

41



Dras. Daniela Lens, Ana Maria Otero, Graciela Cotic y colaboradores

23 pares de bases después de la digestion enzimatica (fi-
gural).

Andlisis delos casos

A B
NOR HOM HET NOR HOM HET

— — < 345
122 » — —
g5 | e —
37 > — —

25 & — — — -« 23

FV Leiden Fli 20210A

Figura 1. Estudio genético del FV Leiden y FIl 20210A por
PCR-RFLP. Representacion esquematica

A: En el caso del FV Leiden, después de la extraccion y
amplificacion, el producto de PCR se cliva en fragmentos de
distintos tamafios al ser digerido por la enzima de restriccion
Mn I. La identificacion del genotipo se hace segun los
fragmentos presentes, asi en los sujetos sin mutacion se
observa en el gel de electroforesis, fragmentos de 25, 37 y
85 pb, mientras que los sujetos homozigotos para la mutacion
presentan fragmentos de 25 y 122 pb. En los portadores
heterozigotos, el patron de bandas en la electroforesis
muestra fragmentos de 25, 37, 85y 122 pb.

B: En el caso del FIl 20210A, se realiza PCR-RFLP utilizando la
enzima Hindlll. En el caso de sujetos sin mutacion se observa
un fragmento de 345 pb. En los portadores homozigotos se
observan fragmentos de 322 y 23 pb, mientras que los
heterozigotos presentan fragmentos de 345, 322 y 23 pb.

Casol

Paciente de 35 afios, de sexo femenino, quien presentd a
|0s 29 afios unatrombosis venosa axilar derechasin otros
factores de riesgo, que se tratd con heparinay warfarina
por seis meses. A los 33 afios, presentd una nueva trom-
bosisvenosaaxilar izquierda. Fue referidaa CEATH del
Hospital Italiano, paraestudio de su trombofiliadonde se
investigaron la proteina C, proteina S, inhibidor del acti-
vador del plasmindgeno, (PAI), anticuerpos anticardioli-
pina(ACA), anticuerpo lapico (AL), y homocisteina, cu-
yos valores resultaron normales.

El estudio molecular del FV Leideny d FlI 20210A fue
realizado en el Departamento Basico de Medicina de la
Facultad de Medicina con lametodol ogia detallada ante-
riormente. En e casodd FV Leiden seobservoenel gel de
agarosa un patrén de bandas correspondientes a un
genotipo heterozigoto, mientras que el FII 202210A fue
normal (figura2).

42

Figura 2. Deteccion del FV G1691A por PCR-RFLP en el
caso # 1.

Carril 1: control heterozigoto, carriles 2, 3, 4, 6 y 7: casos
portadores de genotipos normales . Carril 8: marcador de
peso molecular.

Carril 5: caso #1. Se observan dos bandas de 122 y 85 pb
que corresponden a un genotipo heterozigoto.

Caso2

Paciente de 59 afios, de sexo masculino, quien desde los
32 afios comienza con fendbmenos de trombosis venosas
profundas y superficiales de ambos miembros inferiores
sin otros factores de riesgo clinicos asociados. En una
ocasi6n se complico con un tromboembolismo pulmonar.

Esenviado al CEATH del Hospital Italiano parael es-
tudio de su enfermedad donde se analizé: proteinaC, pro-
teina S, PAl, ACA, AL y homocisteina, que resultaron
normales.

Como seilustraenlafigura3 el estudio molecular rea-
lizado en el Departamento Basico de Medicina permitid
detectar un genotipo heterozigoto parad FlI 20210A, mien-
trasqueel FV Leidenresulté normal.

1 2 3 4

345 cmm—
322 m—

Figura 3. Andlisis del FIl 20210A en el caso # 2.

Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control
heterozigoto, carril 3: control normal, carril 4: caso # 2. Se
observan en este caso dos bandas de 345 y 322 pares de
bases, lo que permite realizar el diagnéstico de portador
heterozigoto para esta mutacion.
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Conclusiones

Latrombosis es un problema clinico frecuente y de gran
morbilidad donde el FV Leiden o & Factor |1 20210A, o
ambos, desempefian unimportante papel en unagran pro-
porcién de los casos. Estos hechos ponen de manifiesto
la importancia del estudio de estos factores en nuestro
pais. En este articulo hemos descrito desde un punto de
vista clinico y paraclinico los primeros dos casos diag-
nosticados en Uruguay de portadores de mutaciones en
e FVoend FlI.
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Summary

Thromboembolic diseaseisan important clinical issuedue
toitshighincidenceand morbidity. It isconsidered amul-
tifactorial disease as a result of the existing relations
between environmental and genetic factors.

Despite the fact that many genetic factors that
contribute to develop thrombosis have been identified
over the last few years, only two of them show a high
prevalence: factor V Leiden and prothrombin 20210A.

Factor V Leiden is the most frequent genetic factor
found in venousthrombosis. It corresponds to amutation
in coagulation factor V, which results in resistance to
activated protein C. It is found in 20 percent of patients
with venousthrombosis, and in heterozygous carriersrisks
for thrombosisare 7 timeshigher.

The dlelic variant of the prothrombin 202010A is a
mutation prothrombin gene associated with an increase
of prothrombin plasma concentration producing a higher
risk for venous thrombosis in carriers of this mutation.
Incidence found in patients with familial history of
thrombosis in 18 percent, as compared with 2 percent
among normal subjects. Since both abnormalities are
caused by point mutation, molecular analysisisof amajor
diagnostic value.

The worldwide high prevalence of these genetic
abnormalitiesaswell asthe associated risk for thrombosis,
clearly show the importance of this study in our country.

The first cases of carries of these mutations in Uru-
guay are discussed in the article.
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Résumé

La maladie thromboembolique entraine un probleme
clinique par sahauteincidence et par sagrande morbilité.
Du point de vue pathogénique, c’'est une maladie
multifactoriellerésultant del’ interaction entre desfacteurs
de I’entourage et génétiques.

Pendant les derniéres années, on aidentifié plusieurs
facteurs génétiques prédisposant a la thrombose, dont
seulement deux ont une préval enceimportante: lefacteur
V Leiden et laprothrombine 20210A.

LeFacteur V Leiden est lefacteur de risque génétique
le plusfrégquent aux thromboses veineuses. I correspond
a une mutation au géne du facteur V, qui détermine une
résistence a I'inactivation du Facteur V activé par la
proténe C activée. L'incidence trouvée chez des patients
avec thrombose veineuse est de 20%, déterminant une
augmentation de 7 fois du risque de thrombose,pour les
porteurs hétérozygotes.

La variante alléle prothrombine 20210A est une
mautation du géne de la prothrombine associée a une
augmentation de la concentration plasmatique de
prothrombine, ce qui porte un plus grand risque de
thrombose veineuse aux individus porteurs de cette
mutation. On a signalé une incidence de 18% chez des
patients ayant une histoire familial e de thrombose, tandis
gue chez des individus sains elle est de 2%. C'est parce
gue les deux défauts sont provoqués par une mutation
ponctuelle quel’ analyse moléculaire en est un pilier diag-
nostique.

La haute prévalence de ces troubles génétiques
constatée dans le monde entier, avec aussi le risque
thrombotique qu’ elles entrainent, révele de I'importance
de cette étude dans notre pays.

Danscetravail-ci , on discutelespremiers cas diagnos-
tiqués comme porteurs de ces mutations en Uruguay.
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