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RESUMEN

El tromboembolismo venoso es una condicion patoldgica de origen multifactorial, incluyendo causas adquiridas o genéticas.
De estas Ultimas, las mutaciones puntuales factor V Leiden y Protrombina G20210A representan las etiologias mas frecuentes
de trombosis hereditaria. Para el diagnéstico de estos defectos genéticos en pacientes con trombosis venosa, se realizan
las técnicas de biologia molecular de reaccion en cadena de la polimerasa y polimorfismo del tamafio de los fragmentos de
restriccion. Desde febrero del 2001 hasta diciembre de 2005 se realizaron 565 exadmenes para la deteccion del factor V Leiden,
encontrandose un 6,19% de prevalencia (35 pacientes). Esta cifra contrasta con algunos estudios y esta en concordancia con
otros. En el mismo periodo se realizaron 557 examenes para la deteccion de Protrombina G20210A, encontrandose un 6,1%
de prevalencia (34 pacientes), valor que es muy similar a la mayoria de las series clinicas descritas.

SUMMARY

Venous thromboembolism is a pathological condition of multifactorial origin, including acquired and genetic causes. The point
mutations factor V Leiden and Prothrombin G20210A are the most frequent etiologies of hereditary thrombosis. To diagnose these
genetic defects in patients with venous thrombosis, the molecular biological technique of polymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) is used. In this study, 565 exams for the detection of factor V Leiden were carried out
from February, 2001 through December, 2005, finding a prevalence of 6.19% (35 patients). This rate contradicts some studies
and agrees with others. In the same period, 557 exams for the detection of prothrombin G20210A were performed, finding a
prevalence of 6.1% (34 patients), a very similar value to the prevalence reported in the majority of the published clinical series.

Recibido 25/04/2006 | Aceptado 31/05/2006)

INTRODUCCION (PT G20210A) son los factores genéticos de
mayor prevalencia(l'z’”.
Actualmente se conocen varios factores heredi-
tarios que predisponen a la trombosis venosa, El FVL corresponde a una mutacidn puntual
de los cuales las mutaciones puntuales factor V. consistente en una sustitucién de una adenina

Leiden (FVL, GI69IA) y Protrombina G20210A  por una guanina en la posicién 1691 del gen que
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codifica para esta protefna, lo que determina un
cambio del aminodcido arginina por glutamina
en la posicién 500, lo que a su vez provoca una
pérdida de uno de los tres sitios de corte que re-
aliza la protefna C activada, como anticoagulante
natural que regula la actividad procoagulante del

factor Va y factor VIIIa®™,

Este pohmorﬁsmo es el responsable del 95 % de
los casos de resistencia a la protema C activada®™
y se ha descrito que la portacién con cardcter het-
erocigoto conflere un aumento en el riesgo de un
primer episodio de trombosis que oscila entre 3,5
a 8 veces”. La condicién de homocigocidad para
el defecto genético conflere un aumento de 80
veces el resgo de trombosis venosa®.

Por otro lado, la mutacién PT G20210A también
es una mutacién puntual correspondiente a una
sustitucién de una adenina por una guanina,
la que ocurre en la regién 3" no codificante del
gen que codifica para la protrombina, por lo
cual no se ve afectada la secuencia aminoacidica
de la proteina. El mecanismo por el cual este
polimorfismo conlleva a un aumento en el riesgo
de trombosis no estd definido, sin embargo se ha
observado que los portadores de esta mutacién
poseen niveles plasmdticos de protrombina mis
elevados, lo que aumenta su riesgo de trombosis
venosa en 2,8 veces, respecto a los portadores del
alelo normal®.

El objetivo del presente trabajo es dar a conocer las

prevalencias de los polimorﬁsmos factor V Leiden

y PT G20210A de los pacientes con antecedentes

de trombosis venosa que son atendidos o derivados
q

al Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

MATERIAL Y METODO

Desde febrero de 2001 a diciembre de 2005, se
recibieron en la Unidad de Biologfa Molecular
del Laboratorio de Gastroenterologfa del Hos-
pital Clinico de la Universidad de Chile, 661

muestras de sangre para estudio de los factores

genéticos asociados a trombosis en 401 muje-

s y 260 hombres. El promedio de edad de los
pacientes fue de 43 anos con un rango entre 1
mes hasta 83 afios. De estas muestras, 471 fue-
ron dirigidas al estudio conjunto de FVL y PT
G20210A, 94 sélo para el estudio de FVL y 86
sélo para PT G20210A. Esto nos da un total de
565 exdmenes para el primer polimorﬁsmo y de
557 para el segundo. Los diagnésticos mas co-
munes para la solicitud de los estudios genéticos
fueron la trombosis venosa profunda, accidente
vascular encefilico y tromboembolismo pulmo—
nar, la mayorfa referidos por un primer evento
trombdtico y con sospecha clinica de trombo-

filia.

Las muestras de sangre fueron recibidas en tubos
con EDTA o citrato de sodio como antlcoagulan—
te y congeladas a -20 °C hasta su procesarmento
el cual fue realizado en un perfodo no superior a
los 15 dfas después de recibida la muestra.

Es importante destacar que el tratamiento anti-
coagulante no afecta la realizacién de los estudios
moleculares para la deteccién de estos factores
genéticos.

Para la deteccién de los polimorﬁsmos menciona-
dos se trabajé con DNA gendmico el cual fue ob-
tenido mediante el uso del kit comercial Wizard®
Genomic DNA purification (Promega), adaptado para
trabajar con un volumen de 150 PL de sangre.

Posteriormente se realizé una Reaccién en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR), cuyas condiciones
de concentracién de reactivos y de temperaturas
de trabajo fueron optimizadas en nuestro labo-
ratorio para que fueran idénticas para los 2 ge-
nes a amphﬁcar Los partidores utilizados para la
amplificacién del segmento del gen del factor V

fueron: Sentido 5" - CAT GAG AGA CAT CGC
CTCTG-3% y antisentido 5§ - CTT GAA GGA
AAT GCC CCA TTA - 37, Con estos partido—

res se espera obtener un ampliﬁcado de 178 pares

de bases.



Parala ampliﬁcacién de un segmento de 345 pares
de bases del gen de la protrombina los partidores
utilizados fueron: Sentido 5" - TCT AGA AAC
AGT TGC CTG GC - 3’ y antisentido §'- ATA
GCA CTG GGA GCA TTG AA*G C - 3’0, El
partidor antisentido que se utiliza lleva una susti-
tucién nucleotidica cercana al extremo 3° (denota—
do con *), la cual, al combinarse con la mutacién
PT G20210A, genera un sitio de reconocimiento
para ser cortado con una enzima de restriccién.

Para un volumen de reaccién de 30 L, las con-
centraciones finales de los reactivos fueron las si-
guientes: Tris-HCl 10 mM (pH 9), KCI 50 mM,
Triton® X-100 0,1 %, MgCl, 1,5 mM, dNTP’s
0,2 mM, partidores 0,5 UMy I unidad de Taq
DNA polimerasa. Se utilizaron 10 uL de DNA

genémico aislado.

La reaccién de ampliﬁcacién se llevd a cabo en el
Termociclador PTC-100 (M] Research) progra-
mado con 40 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 55
°C por 40 segundos y 72 °C por I minuto, con
una extensién final de 10 minutos a 72 © C. La
deteccién de los productos amp lificados se realizé
en gel de agarosa al 2 %, tefiiddo con bromuro de
etidio, visualizado con luz ultravioleta, y del cual
se tomo registro fotogréﬁco‘

Para la identificacién de las mutaciones, se reali-
z6 la téenica de Restriction Fragment Length Polymor-
phism (RELP). Para ello, se utilizaron 20 uL de
producto amplificado, los cuales fueron digeridos
durante 2 horas a 37 °C con 5 unidades de la en-
zima de restriccién Mnl I (New England Biolabs)
para el ampliﬁcado del factor V y con 20 unida-
des de la enzima Hind III (New England Biolabs)
para el ampliﬁcado de protrombina. Los produc—
tos de la digestién enzimatica fueron corridos en
un gel de agarosa al 3 % y tefiido con bromuro de
etidio para su v1suahzac10n

La enzima Mnl I reconoce 2 sitios de corte en el
gen del factor V normal, generando fragmentos

de 116, 37 y 25 pares de bases. La mutacién FVL

(GI69IA) elimina un sitio de corte, lo que origina
solo 2 fragmentos, de 153 y 25 pares de bases, en
el caso de pacientes homocigotos. Stel paciente es
heterocigoto, el patrén de bandas obtenido es de 4
fragmentos, 153, 116, 37 y 25 pares de bases.

La enzima Hind III no reconoce sitios de corte
en el gen de la protrombina normal, quedando
el ampliﬁcado intacto. La mutacién PT G2010A,
en combinacién con la mutacién incorporada en
el proceso de PCR, genera un sitio de corte, lo
que orlgma 2 fragmentos de 322 y 23 pares de
bases, en el caso de pacientes homoagotos Siel
paciente es heterocigoto, el patrén de bandas ob-

tenido es de 3 fragmentos, 345, 322 y 23 pares
de bases.

RESULTADOS

De los 565 eximenes para la deteccién del FVL,
35 (6,19%) resultaron ser positivos (20 mujeres y
15 hombres), 31 con cardcter heterocigoto (5,49
%, 19 mujeres y 12 hombres) y 4 homocigotos
(0,71%, 1 mujer y 3 hombres). Con respecto a
la deteccién del polimorﬁsmo PT G20210A, 34
de los 557 pacientes estudiados (6,1%, 16 muje-
res y 18 hombres) resultaron ser portadores de la
mutacidn, 33 con caricter heterocigoto (5.92%,
I5 mujeres y 18 hombres) y sélo 1 homocigoto
(0,18%, mujer). De los 471 pac1entes a quienes se
les estudié ambas mutaciones, ninguno presenta-
ba polimorfismo para ambos genes.

En la figura T se muestran las fotografias de los
procedimientos del PCR y RELP correspondien—
tes a la deteccién del polimorfismo FVL. Del
mismo modo, en la figura 2 se muestran las foto-
graffas de los procedimientos del PCR y RFLP
correspondientes a la deteccidn del polimorﬁsmo

PT G20210A.
DISCUSION

En el presente estudio, mediante las técnicas de

PCR y RFLP, se describe la existencia de los
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Fig. 1 A la izquierda se muestra el producto de PCR que se obtiene al amplificar un segmento del gen del factor V cargado en un
gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. En |a fotografia el primer carril corresponde al marcador de peso molecular
de 100 pares de bases. En los carriles siguientes se cargaron las muestras de pacientes. A la derecha se observa el resultado del
RFLP al usar la enzima Mnl I. El producto de la digestion con esta enzima fue cargado en un gel de agarosa al 3%. El primer carril
corresponde al marcador de peso molecular de 100 pares de bases y en los carriles siguientes se cargaron las muestras de un
paciente normal, un portador homocigoto (homo) y un portador heterocigoto (hetero), respectivamente. pb= pares de bases.
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Fig. 2 A la izquierda se muestra el producto de PCR que se obtiene al amplificar un segmento de la regién 3’ no codificante
del gen de la protrombina y cargado en un gel de agarosa al 2%, tefido con bromuro de etidio. En la fotografia, el primer carril
corresponde al marcador de peso molecular de 100 pares de bases. En los carriles siguientes se cargaron las muestras de
pacientes. A la derecha se muestra el resultado del RFLP al usar la enzima Hind lll, en que el producto de la digestion fue cargado
en un gel de agarosa al 3%. El primer carril corresponde al marcador de peso molecular de 100 pares de bases y en los carriles
siguientes se cargaron las muestras de un paciente normal, un portador homocigoto (homo) y un portador heterocigoto (hetero),
respectivamente. pb = pares de bases.
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polimorﬁsmos FVL y PT G202I0A en pacientes
con antecedentes de trombosis venosa, con sospe-
cha clinica de trombofilia y que son atendidos o
derivados al Hospital Clinico de la Universidad
de Chile, para el diagnéstico molecular. EI trata-
miento anticoagulante que se inicia al momento
del diagndstico no permite realizar el estudio de
coagulacién convencional. Por otro lado, la preva-
lencias de estos defectos genéticos reportadas en
la literatura y el hecho de que los episodios trom-
béticos se pueden manifestar a cualquler edad,
determinan la bﬁsqueda de estas mutaciones. La
prevalencia que encontramos para la mutacién PT
G20210A es muy similar a la descrita en la litera-
tura (6%)(8‘“’3, mientras que el FVL es signiﬁcati—
vamente menor que lo descrito en algunas series
clinicas (6% versus 11,5 — 37%)<2’5"°’”>. Sin embar-
go, la mayorfa de estos trabajos fueron realizados
en poblacion europea de origen caucdsico, en que
el polimorﬁsmo FVL es mucho mis frecuente que
en otras razas. Al respecto se ha postulado que Ia
mutacién FVL habrfa aparecido en Europa y desde
allf se habrfa dispersado por migracién al resto del
mundo. Esto se refuerza mis atin con el hecho que
sélo en la poblacion general de origen europeo (sin
antecedentes de trombosis), la prevalencia de este
polimorﬁsmo es de 4,4%, mis alta comparada a
poblaciones asidticas, africanas y nativos america-
nos, con prevalencias del 0 — 1%,

Ademis de lo anterior, estos resultados tam-
bién contrastan con la alta prevalencia de FVL
descrito en 105 paCIentes chilenos con trom-
bofilia primaria, en que se encuentra un 18,3%
de FVL(15). Esta diferencia puede estar dada
por las caracteristicas de los pacientes estu-
diados, ya que en ese estudio se consideraron
pacientes con trombofilia primaria (heredl—
taria) y con trombosis recurrente (2 6 mds
episodios), siendo ambos antecedentes asocia-
dos a una mayor prevalencia de este defecto
genet1c0\I 16),

En cambio, nuestro estudio muestra una clara
similitud con los datos de un trabajo realizado
en la ciudad de Temuco, en que se analizaron los
2 polimorﬁsmos en 164 pacientes con sospecha
de trombofilia, obteniéndose prevalencias de 4,8
y 3% para el FVL y PT G20210A respectiva-

mente'"”,

Finalmente, en una publicacion mds reciente se
han descrito las prevalencias de las mutaciones
FVL y PT G20210A en pacientes chilenos de
la ciudad de Talca con trombosis venosa pro-
funda y trombosis arterial, encontrindose los
porcentajes de 5,4% para ambos pohmorfls—
mos, valores muy cercanos a los descritos en el
presente trabajo"¥.
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