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Resumen

La enfermedad tromboembólica constituye un gran problema clínico debido a su alta
incidencia y a su importante morbilidad. Desde el punto de vista patogénico, esta es una
enfermedad multifactorial que resulta de la interrelación entre factores ambientales y
genéticos.
Durante los últimos años se han identificado varios factores genéticos que predisponen a la
trombosis, sin embargo hasta el momento sólo dos de ellos tienen una alta prevalencia: el
factor V Leiden y la protrombina 20210A.
El FV Leiden es el factor de riesgo genético más frecuentemente encontrado en las trombosis
venosas. Corresponde a una mutación en el gen del factor V, que determina una resistencia a
la inactivación del factor V activado por la proteína C activada. La incidencia encontrada en
pacientes con trombosis venosa es de 20%, determinando para aquellos portadores
heterozigotos un aumento de siete veces en el riesgo de trombosis.
La variante alélica protrombina 20210A es una mutación en el gen de la protrombina
asociada a un aumento de la concentración plasmática de protrombina y que confiere un
mayor riesgo de trombosis venosa a los individuos portadores de esta mutación. Se ha
observado una incidencia de 18% en pacientes con historia familiar de trombosis, mientras
que en sujetos sanos es de aproximadamente 2%. Debido a que ambos defectos son causados
por una mutación puntual*, el análisis molecular es considerado un pilar diagnóstico.
La alta prevalencia de estas alteraciones genéticas encontrada a nivel mundial,
conjuntamente con el riesgo trombótico que conllevan, pone de manifiesto la importancia de
este estudio en nuestro país.
En este trabajo se discuten los primeros casos diagnosticados como portadores de estas
mutaciones en Uruguay.
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Introducción

La trombosis venosa constituye un problema para la sa-
lud debido a que es una enfermedad frecuente presentan-
do una incidencia anual de aproximadamente uno cada
1.000 habitantes, con importante morbilidad y considera-
ble mortalidad por tromboembolismo pulmonar. La alter-
nativa más lógica para su abordaje es la profilaxis. La iden-
tificación de los pacientes con riesgo aumentado de desa-
rrollar complicaciones tromboembólicas y el tratamiento
profiláctico apropiado deben contribuir a disminuir la mor-
bimortalidad relacionadas. Los factores de riesgo para esta
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 la enfermedad.

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

Debido a que ambos defectos son causados por una
mutación puntual, el análisis genético es considerado la
base del diagnóstico de laboratorio.

La alta prevalencia de estas alteraciones genéticas
encontrada a nivel mundial, conjuntamente con el riesgo
trombótico que conllevan, pone de manifiesto la impor-
tancia de este estudio en nuestro país. Esto se está llevan-
do a cabo, por un lado, mediante un convenio entre el
Departamento Básico de Medicina de la Facultad de Me-
dicina, Universidad de la República y el Centro de Estudio
de Afecciones de Hemostasis y Trombosis (CEATH) del
Hospital Italiano para el análisis de estos factores en pa-
cientes con diagnóstico presuntivo de trombofilia. Por otra
parte, el estudio de la prevalencia de estos factores en la
población uruguaya sana se está realizando mediante un
proyecto otorgado por la Fundación Manuel Pérez con
financiación externa de Rhône-Poulenc.

En este trabajo, después de una breve introducción
sobre ambos factores, analizaremos las características clí-
nicas y de laboratorio de los primeros casos encontrados
con mutaciones para el FV Leiden y el FII 20210A.

Resistencia a la proteína C activada y factor V Leiden
(FV G1691A)

La proteína C activada (PCa) es una serino-proteasa con
potentes propiedades anticoagulantes que actúa limitan-
do la formación del trombo mediante la inactivación
proteolítica del FVa y del FVIIIa.

El fenómeno de la resistencia a la PCa (RPCA) fue des-
cubierto hace cinco años por Dahlback y colegas(1). Un
año después se identificó el defecto molecular como una
mutación puntual en el factor V (FV)(2). La mutación es

una sustitución del nucleótido G por el nucleótido A en el
nucleótido 1691. Esto determina el reemplazo en la proteí-
na de una arginina en la posición 506 por una glutamina(3,4).
Por tanto, el FV mutado puede denominarse como FV
G1691A o FV R506Q, aunque es comúnmente denomina-
do FV Leiden.

Normalmente el FVa se inactiva mediante clivación en
la posición Arg506 seguida por un segundo clivaje en la
posición Arg306. En el caso del FV Leiden, no ocurre el
clivaje en la Arg 506 determinando que el proceso de clivaje
en la posición Arg306 sea diez veces más lento, lo que
origina el fenómeno de la resistencia a la actividad anti-
coagulante de la PCa(5).

La prevalencia de este factor es de aproximadamente
5% en la población caucásica europea y en la norteameri-
cana, siendo de considerable menor frecuencia o práctica-
mente inexistente en individuos de raza negra, en asiáti-
cos y en indígenas americanos. Aun en las sociedades
occidentales muestra cierta variabilidad (revisión en(6,7)).
La más alta prevalencia se describió en Suecia (15%). En
Alemania también se observó una elevada prevalencia
(10%). Holanda, Reino Unido y Estados Unidos presenta-
ron una prevalencia de alrededor de 3%-5%, mientras que
en España e Italia se observó una prevalencia de 2%. En
países sudamericanos se ha descrito una prevalencia si-
milar a la hallada en la población caucásica occidental:
Venezuela (Valencia) 1,6%, Argentina (Buenos Aires) 5,1%,
Costa Rica 2,0%, Brasil (San Pablo) 2% y Chile (Santiago),
3,8%(8-10). Es importante recalcar que la mayoría de estos
estudios se realizaron mediante estudio funcional, no ha-
biéndose realizado un análisis genotípico para demostrar
el FV mutado.

El FV Leiden se ha encontrado en alrededor de 20% de
los casos con trombosis venosa profunda (TVP) y de 50%
de los casos de TVP donde existe historia familiar(11-14).
Según The Leiden Trombophilia Study, el riesgo relativo
de trombosis conferido por este factor es de 7 para los
portadores heterozigotos y de 80 en los homozigotos(12).

El test inicial para la RPCA es un estudio funcional
que se basa en la comparación del tiempo de coagulación
APTT (activated partial thromboplastin time) en el plasma
del paciente en presencia y ausencia de una cantidad
estandarizada de PCa exógena (revisado en(6)). El fenotipo
de la RPCA se caracteriza por una mínima prolongación
del APTT en respuesta a la PCA. Este test tiene una sen-
sibilidad y especificidad para el FV Leiden de 85%-90%.
Una desventaja importante que presenta este tipo de test
es que no puede ser utilizado para el análisis de pacientes
en tratamiento con anticoagulantes.

El test más directo para la identificación del FV Leiden
es el análisis genético que incluye la utilización de ADN
genómico como molde para la amplificación de fragmento
del gen del FV que contiene la mutación. Se puede detec-
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tar la presencia o ausencia de la mutación mediante res-
tricción enzimática, uso de sondas alelo-específicas o
secuenciación directa del fragmento de PCR amplificado
de manera de demostrar la sustitución G por A en la posi-
ción 1691(2,16). Una ventaja adicional frente al estudio fun-
cional es que el análisis del ADN permite identificar indi-
viduos normales, heterozigotos y homozigotos.

Variante 20210A de la protrombina. Factor II G20210A

La protrombina es el precursor de la trombina, el efector
final de la cascada de la coagulación que conduce a la
formación de fibrina. La protrombina es una enzima clave
en el equilibrio entre procoagulación y anticoagulación
porque promueve la coagulación por retroalimentación
positiva y también promueve la anticoagulación mediante
la activación de la vía de la proteína C(17). Recientemente
se ha descrito una variante genética del gen de la protrom-
bina asociada con un aumento del riesgo de trombosis.
Esta mutación está localizada en la región 3’-no codifican-
te (3’UTR) de este gen y consiste en la sustitución del
nucleótido G por el nucleótido A en la posición 20210 (18).

Desde el punto de vista funcional se ha demostrado
que esta mutación se asocia con niveles plasmáticos au-
mentados de protrombina sugiriendo que el aumento de
riesgo asociado con el alelo 20210A puede estar relacio-
nado con el aumento de la concentración plasmática de
esta proteína(18).

Esta mutación ha sido encontrada en 1%-2% de indi-
viduos sanos, 6,2% de pacientes con un primer episodio
de TVP y 18% de los pacientes con trombofilia familiar no
explicada(18-21). Los estudios caso/control permitieron es-
tablecer un riesgo relativo de trombosis para la presencia
de este alelo de 2,8. Es interesante hacer notar que el FII
20210A se ha encontrado asociado con un aumento del
riesgo de infarto de miocardio en mujeres jóvenes(22). Sin
embargo, al igual que ocurre con el FV Leiden, el rol de
este factor en la trombosis arterial es controvertido.

El diagnóstico de laboratorio para demostrar la pre-
sencia de protrombina 20210A está basado únicamente
en el análisis de ADN. Esta mutación es el primer ejemplo
de un defecto genético de la coagulación que no puede
ser diagnosticado por pruebas funcionales o inmunológi-
cas. La detección de esta variante alélica se realiza me-
diante técnicas de genética molecular, las cuales se basan
en la amplificación del ADN por PCR seguida de digestión
enzimática (PCR-RFLP)(18).

Material y método

Todos los procedimientos realizados concuerdan con las
normas éticas según la Declaración de Helsinki de 1975 en
la versión revisada de 1983.

Extracción de DNA

El DNA genómico fue extraído de sangre periférica total
citratada mediante técnicas convencionales. Al llegar al
laboratorio, las muestras de sangre fueron centrifugadas
a 2.500 rpm durante diez minutos. El buffy coat fue colecta-
do y guardado a –20°C hasta la extracción del ADN.

Detección del FV Leiden

El factor V Leiden se detectó mediante amplificación por
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) seguida de
digestión con la enzima de restricción MnlI según el méto-
do publicado por Beauchamp NJ y colaboradores en
1994(16). La amplificación por PCR se realizó utilizando un
par de nucleótidos cebadores (Gibco BRL, UK) que
flanquean un fragmento de 147 pares de bases (pb) que
codifican el sitio de clivaje de la proteína C activada. (Pri-
mer 1: 5´- CAT GAG AGA CAT CGC CTC TG (nucleótidos
1623 – 1642) y primer 2: 5´- GAC CTA ACA TGT TCT AGC
CAG AAG (intrón 10 nucleótido 45 – 68). Posteriormente
se realizó la incubación a 37°C del producto de PCR con la
enzima MnlI (New England Biolabs, Estados Unidos). El
producto digerido fue analizado en gel de agarosa al 2%,
habiéndose detectado las bandas mediante tinción con
bromuro de etidio. Esta digestión origina fragmentos de
25, 37 y 85 pb cuando A está presente en la posición 1691
(alelo normal) mientras que la sustitución por una G en
esta posición (alelo mutado) produce dos fragmentos de
25 y 122 pb, ya que esta mutación determina la pérdida de
un sitio de restricción para la enzima MnlI (figura 1).

Detección de la variante FII 20210A

Este análisis se realiza mediante amplificación por PCR de
un fragmento de la región 3’UT de la protrombina. Para
ello se utilizó un primer mutagénico, o sea que se diseñó
un nucleótido cebador con una sustitución en un nucleó-
tido de manera que la combinación de esta sustitución
con la anormalidad genética en la posición 20210 origine
un nuevo sitio de restricción para la enzima HindIII según
el método publicado por Poort SR y colaboradores(18).

Utilizando los nucleótidos cebadores: 5´-TCT AGA
AAC AGT TGC CTG GC (nucleótidos 19889 - 19908) y
5´- ATA GCA CTG GGA GCA TTG AA*G C (nucleótidos
20233 -20212) (Gibco BRL, Estados Unidos) , se amplificó
por PCR un fragmento de 345 pb. El asterisco señala el
nucleótido modificado. El alelo normal carece de sitio de
restricción HindIII (New England Biolabs, Estados Uni-
dos) y, por tanto, se observa en el gel de electroforesis un
solo fragmento de 345 pb. En el caso de presentar un alelo
mutado, éste origina un nuevo sitio de restricción deter-
minando la producción de dos fragmentos de 322 pb y de
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23 pares de bases después de la digestión enzimática (fi-
gura 1).

Análisis de los casos

Figura 1. Estudio genético del FV Leiden y FII 20210A por
PCR-RFLP. Representación esquemática
A: En el caso del FV Leiden, después de la extracción y
amplificación, el producto de PCR se cliva en fragmentos de
distintos tamaños al ser digerido por la enzima de restricción
Mn I. La identificación del genotipo se hace según los
fragmentos presentes, así en los sujetos sin mutación se
observa en el gel de electroforesis, fragmentos de 25, 37 y
85 pb, mientras que los sujetos homozigotos para la mutación
presentan fragmentos de 25 y 122 pb. En los portadores
heterozigotos, el patrón de bandas en la electroforesis
muestra fragmentos de 25, 37, 85 y 122 pb.
B: En el caso del FII 20210A, se realiza PCR-RFLP utilizando la
enzima HindIII. En el caso de sujetos sin mutación 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.

Caso 1

Paciente de 35 años, de sexo femenino, quien presentó a
los 29 años una trombosis venosa axilar derecha sin otros
factores de riesgo, que se trató con heparina y warfarina
por seis meses. A los 33 años, presentó una nueva trom-
bosis venosa axilar izquierda. Fue referida al CEATH del
Hospital Italiano, para estudio de su trombofilia donde se
investigaron la proteína C, proteína S, inhibidor del acti-
vador del plasminógeno, (PAI), anticuerpos anticardioli-
pina (ACA), anticuerpo lúpico (AL), y homocisteína, cu-
yos valores resultaron normales.

El estudio molecular del FV Leiden y el FII 20210A fue
realizado en el Departamento Básico de Medicina de la
Facultad de Medicina con la metodología detallada ante-
riormente. En el caso del FV Leiden se observó en el gel de
agarosa un patrón de bandas correspondientes a un
genotipo heterozigoto, mientras que el FII 202210A fue
normal (figura 2).

Caso 2

Paciente de 59 años, de sexo masculino, quien desde los
32 años comienza con fenómenos de trombosis venosas
profundas y superficiales de ambos miembros inferiores
sin otros factores de riesgo clínicos asociados. En una
ocasión se complicó con un tromboembolismo pulmonar.

Es enviado al CEATH del Hospital Italiano para el es-
tudio de su enfermedad dónde se analizó: proteína C, pro-
teína S, PAI, ACA, AL y homocisteína, que resultaron
normales.

Como se ilustra en la figura 3 el estudio molecular rea-
lizado en el Departamento Básico de Medicina permitió
detectar un genotipo heterozigoto para el FII 20210A, mien-
tras que el FV Leiden resultó normal.

Figura 2. Detección 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.

Figura 3. Análisis del FII 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 diagnóstico de portador
heterozigoto para esta mutación.
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Conclusiones

La trombosis es un problema clínico frecuente y de gran
morbilidad donde el FV Leiden o el Factor II 20210A, o
ambos, desempeñan un importante papel en una gran pro-
porción de los casos. Estos hechos ponen de manifiesto
la importancia del estudio de estos factores en nuestro
país. En este artículo hemos descrito desde un punto de
vista clínico y paraclínico los primeros dos casos diag-
nosticados en Uruguay de portadores de mutaciones en
el FV o en el FII.
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Summary

Thromboembolic disease is an important clinical issue due
to its high incidence and morbidity. It is considered a mul-
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 venous thrombosis. It corresponds to a mutation
in coagulation factor V, which results in resistance to
activated protein C. It is found in 20 percent of patients
with venous thrombosis, and in heterozygous carriers risks
for thrombosis are 7 times higher.

The allelic 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 analysis is of a major
diagnostic value.

The worldwide high prevalence of these genetic
abnormalities as well as the 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.

Résumé

La maladie thromboembolique entraîne un problème
clinique par sa haute incidence et par sa grande morbilité.
Du point de vue pathogénique, c’est une maladie
multifactorielle résultant de l’interaction entre des facteurs
de l’entourage et génétiques.

Pendant les dernières années, on a identifié plusieurs
facteurs génétiques prédisposant à la thrombose, dont
seulement deux ont une prévalence importante: le facteur
V Leiden et la prothrombine 20210A.

Le Facteur V Leiden est le facteur de risque génétique
le plus fréquent aux thromboses veineuses. Il correspond
à une mutation au gène du facteur V, qui détermine une
résistence à l’inactivation du Facteur V activé par la
protéine 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 allèle prothrombine 20210A est une
mautation du gène de la prothrombine associée à 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 familiale de thrombose, tandis
que chez des individus sains elle est de 2%. C’est parce
que les deux défauts sont provoqués par une mutation
ponctuelle que l’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 entraînent, révèle de l’importance
de cette étude dans notre pays.

Dans ce travail-ci , on discute les premiers cas diagnos-
tiqués comme porteurs de ces mutations en Uruguay.
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