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RESUMEN

La trombofilia hereditaria es una tendencia gené-
ticamente determinada a desarrollar trombosis. Entre
las causas mas comunes pueden citarse deficiencias
de ciertas proteinas de la coagulacion como la An-
titrombina, la proteina C, la proteina S. Y también
ciertas mutaciones en los factores de la coagulacion:
Factor V Leiden, Protrombina G20210A, y muta-
ciones en la enzima Metiltetrahidrofolatoreductasa
(MTHFR), entre otras.

Los objetivos de este trabajo han sido: Identificar
una de las mutaciones mas frecuentes y su prevalen-
cia, en el gen del Factor V, de la Protrombina, de la
MTHFR, en una poblacién de donantes de sangre del
Paraguay.

Para esta investigacion prospectiva y de corte
transverso, se han tomado muestras de sangre de 200
donantes del Banco de Sangre del Hospital de Clini-
cas, que reunieron los criterios de inclusion al estu-
dio. Todos acudieron secuencialmente en noviembre
y diciembre del afio 2001. Se purificd y se extrajo el
ADN de cada muestra utilizando el sistema Wizard
de Promega. Se realiz6 la amplificacion por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

En el factor V se ha identificado la mutacion A506
(FV Leiden). En el factor II la mutacion G20210A,
y en la MTHFR la mutacion C677T. En el estudio
del factor II se encontraron 5 individuos (Aa), con
la mutacion G20210A, con una prevalencia de 2,5
%. El Factor V Leiden se observo en 4 individuos
heterocigotos (Aa), prevalencia de 2 %. La mutacién
C677T de la MTHEFR se encontrd en 85 individuos
heterocigotos (Aa), y 27 individuos homocigotos
(aa), conuna prevalencia de 56 %.

Conclusiones: se han identificado las mutaciones
mas frecuentemente descriptas en los factores estu-
diados. La prevalencia del genotipo FII G20210A,
FV Leiden y el gen codificante para la MTHFR,
C677T, hallados en los individuos sanos estudiados,
es similar a la hallada en la mayoria de los paises
latinos.

SUMMARY

Trombofilia hereditary is a tendency genetically
determined to develop trombosis. Between the most
common causes can be mentioned, protein defi-
ciencies certain of the coagulation, like Antitrombi-
na, protein C, protein S, and also, certain mutations
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in the factors of the coagulation: Factor V Leiden,
Protrombina G20210A, and mutations in the Metil-
tetrahidrofolatoreductasa enzyme (MTHFR), among
others.

OBJETIVES. To identify one of the most fre-
quent mutations and its prevalence, in the gene of
Factor V, Protrombina, the MTHFR, in a population
of donors of blood of Paraguay.

MATERIAL AND METHODS. Prospective ob-
servational study. For this work, blood samples of
200 donors of the Blood donation point have been
taken from the Hospital of Clinics, that reunited the
criteria from inclusion to the study. All sequentially
went in November and December of year 2001. It
was purified and the DNA of each sample was ex-
tracted using the Wizard system of Promega. The
amplification by chain reaction was made of the po-
lymerase (PCR). In factor V the A506 mutation has
been identified (FV Leiden). In factor II mutation
G20210A, and in the MTHFR mutation C677T. In
the study of factor II, were 5 individuals (Aa), with
mutation G20210A, a prevalence of 2.5 %. Factor V
Leiden was observed in 4 heterocigotos individuals
(Aa), prevalence of 2 %. Mutation C677T of the
MTHFR was in 85 heterocigotos individuals (Aa),
and 27 homocigotos individuals (aa), with a preva-
lence of 56 %.

CONCLUSIONS. The mutations have been iden-
tified more frequently you decipher in the studied fac-
tors. The prevalence of genotype FII G20210A, FV
Leiden and the codificante gene for MTHFR, C677T,
found in the studied healthy individuals, is similar to
the found one in most of the Latin countries.

INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion sobre algunos facto-
res de trombofilia hereditaria, ha surgido con el pro-
posito de averiguar la prevalencia de algunas muta-
ciones genéticas mas frecuentes, en el factor II, en el
factor V y en la enzima Metiltetrahidrofolatoreduc-
tasa (MTHFR). El estudio se ha llevado a cabo en
una poblacion sana, de doscientos donantes de sangre
del Banco de sangre del Hospital de Clinicas. No hay
antecedentes de investigacion sobre el tema en nuestro
hospital, si en otro!, en una muestra mas pequefia. En
otros paises latinoamericanos, si, se han hecho estu-
dios de factores genéticos de trombofilia®?.

Las mutaciones en los dos primeros factores de la
coagulacion, es decir, en el factor [l y en el V, son
las causas mas frecuentes de trombofilia hereditaria.

Cabe hacer notar, que este trabajo es cooperativo,
entre el Banco de Sangre, el Departamento de Hema-
tologia de la Segunda Cétedra de Clinica Médica del
Hospital de Clinicas de Asuncion, y el Laboratorio de

especialidades genéticas de Montevideo, Uruguay.

Antes de introducir al lector en el estudio, se ha-
blard de generalidades sobre trombofilia, a modo de
recuerdo. Se presentara ademas, un poco de historia,
sobre los descubrimientos de los diferentes factores
de riesgo genético, que se han ido haciendo a lo
largo de los afios.

Y finalmente se presentara la investigacion pro-
piamente dicha.

GENERALIDADES

El desarrollo de los desordenes tromboticos en
los seres humanos es una de las causas mas comunes
de morbilidad y mortalidad en el mundo occidental®.
Recordemos que la enfermedad trombotica puede ser
arterial y venosa. En la primera el flujo sanguineo y
la presion son mas elevadas que en el sistema veno-
so, elementos basicos a tener en cuenta al hacer la
distincion entre ambos tipos de trombosis. Ademas,
son importantes diferencias a hacer notar, la com-
posicion del trombo (rico en plaquetas en el arterial,
y en fibrina en el trombo venoso) y la presencia de
dafio en la pared vascular (ateromas). Sin embargo,
la distincion no es absoluta, y hay, por supuesto, me-
canismos comunes. La perturbacion de la hemostasia
es capital en toda trombosis, atin cuando ella difiera
en su naturaleza por su localizacion. Las influencias
del medio ambiente, transitorias o no, pueden jugar
un rol importante en la perturbacion de la hemostasia
e incidir como factores de riesgo para el desarrollo de
trombosis, ya sean arteriales o venosas. Este término,
medio ambiente, es usado en su sentido amplio y
comprende situaciones como, embarazo, parto, in-
gestion de hormonas, cirugia, dieta y uso de tabaco.
También comprende desordenes intercurrentes tales
como diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipi-
demia, hiperhomocisteinemia (adquirida), y cambios
locales en la pared vascular.

Los desoérdenes de la hemostasia, en parte, pue-
den también estar genéticamente determinados, y
cuando este es el caso, su influencia para el desarro-
llo de trombosis es profunda, ya que ese desorden
estd presente a lo largo de toda la vida.

Al igual que para la tendencia hemorragica se
acuno el término hemofilia, se denomina trombofilia
al estado de tendencia a padecer trombosis.

Se ha planteado que la trombofilia es una suma
de factores endogenos que predisponen a la trombo-
sis, la que se convierte en una trombosis manifiesta
bajo la influencia de una exposicion a factores exo-
genos’.

La predisposicion esta dada por los factores en-
dégenos (los defectos genéticos) o adquiridos, los
cuales provocan en el individuo una disminucion de
la resistencia fisiologica hemostatica para enfrentar



diferentes alteraciones o fluctuaciones normales,
producto de las interacciones con el ambiente.

La trombofilia hereditaria es definida como una
proclividad genéticamente determinada, a la trom-
bosis venosa, que ocurre en individuos, generalmente
menores de 45 afos, sin causa aparente y con riesgo
de recurrencias. Los términos sindnimos son: estado
de hipercoagulabilidad, estado pre o protrombdtico,
trombofilia primaria.

Se ha establecido que la trombofilia sigue el mo-
delo conocido como herencia poligénica, es decir,
que el rasgo clinico patologico requiere la presencia
simultanea de mutaciones en varios genes®. Sin em-
bargo, aun en la actualidad estos modelos genéticos
no permiten explicar un buen numero de casos de
trombofilia.

Segtin el Comité conjunto de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la Sociedad Interna-
cional de Hemostasia y Trombosis (ISTH), “la trom-
bofilia hereditaria es una tendencia genéticamente
determinada al tromboembolismo venoso. Tanto
anomalias dominantes, en algunos casos, como com-
binaciones de defectos mas leves, en otros, pueden
expresarse clinicamente en edades tempranas, con
recidivas frecuentes o con historia familiar de trom-
bosis. Los rasgos leves pueden ser solo revelados
mediante investigacion de laboratorio™.

Entre los defectos heredados de la hemostasia
que causan trombofilia pueden citarse deficiencias
de ciertas proteinas de la coagulacion como la An-
titrombina (AT), la proteina C (PC), la proteina S
(PS). Y también ciertas mutaciones en los factores
de la coagulacion: Factor V Leiden, variante de la
Protrombina G20210A, y mutaciones en la enzima
MTHFR, entre otras.

Entendemos por mutacion, cambios de nucledti-
dos que ocurren dentro de un gen, que puede afec-
tar la funcién del gen en cuestion. La presencia de
estas mutaciones en algunos factores proteicos de la
hemostasia, pone en riesgo de trombosis a aquellos
individuos que poseen una sola copia alterada, de las
dos que tiene el gen: son los heterocigotos. Y pone
en riesgo, mas aun, a aquellos que poseen las dos
copias mutadas; son los homocigotos.

UN POCO DE HISTORIA:

Desde hace algunos siglos era conocido el he-
cho de que alteraciones hereditarias de la coagu-
lacién, causaban tendencia a padecer hemorragias,
por ejemplo, la Hemofilia A o B. Por el contrario,
el conocimiento de las alteraciones hereditarias de la
coagulacion que producen trastornos tromboticos, es
de apenas algunas décadas.

En el afio 1965 se describe el primer caso de defi-
ciencia de AT, y por muchos afios, ésta era la Ginica
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causa identificada de trombofilia hereditaria’.

A partir de la década de los afos 80, ha habido
una explosion de nuevos descubrimientos sobre el
tema que nos ocupa: la trombofilia hereditaria. Las
deficiencias de la PC y de la PS han sido las primeras
identificadas, después de la de AT, como causas adi-
cionales de trombofilia hereditaria®.

Recordemos que la AT, la PC y la PS son protei-
nas inhibidoras fisiologicas de la coagulacion.

Dahlback’® en 1993 observo el fenémeno de re-
sistencia a la proteina C activada, en un paciente con
trombosis. Este era un hombre de mediana edad con
una historia personal y familiar de trombosis, cuyo
test de Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado
(TTPA) no presentaba la prolongacion espectada
ante el agregado de Proteina C Activada (APC) exo-
gena. El mecanismo era entonces desconocido. Un
afio mas tarde era identificada una mutacion puntual
en el factor V, llamado Factor V Leiden!®!!. Corres-
ponde a la sustitucion especifica G-A en el nucleo-
tido 1691 en el gen del factor V, mutacion que de-
termina la resistencia a la inactivacion del factor V
activado por el sistema de la proteina C (rAPC). Esta
alteracion en el factor V, es el factor de riesgo gené-
tico mas frecuentemente encontrado en las trombosis
venosas. La prevalencia del Factor V Leiden en los
pacientes con trombosis es de 20 a 50 %, segtn dife-
rentes series de estudio?.

El sistema de la Proteina C (PC) antes referido, se
basa en la accion de una enzima, la Proteina C activa-
da (APC), que inhibe la generacion de trombina por
proteolisis de dos factores de la coagulacion, el fac-
tor V activado (Va) y el Factor VIII activado (VIIIa).
La PC circula en forma de un zimogeno vitamina K
dependiente (como los factores 11, VII, IX y X) que
es activado por la trombina, fijada ésta, a un recep-
tor presente en la superficie del endotelio vascular, la
trombomodulina. De esta forma la protrombina pier-
de sus propiedades prohemostaticas para convertirse
en activadora de un mecanismo antitrombotico. La
interaccion de la PC con sus substratos, los factores
Va y Vllla, requiere fijacion a un fosfolipido, pla-
quetario o endotelial, y la presencia de un cofactor
proteico, la Proteina S, que también es vitamina K
dependiente.

Dahlback® en 1993, como ya se menciond, y
Bertina!' en 1994, han hecho descubrimientos muy
importantes: la resistencia a la Proteina C activada
(rAPC) debido a una mutacion puntual en el gen del
Factor V (G1691A en el exon 10, llegando a Ar-
2506GlIn).

La APC es una serina proteasa que inhibe la ac-
tividad de la cascada de la coagulacion inactivando
los factores de la coagulacion, Vay VIIIa. La PCA es
altamente especifica en su accion y no tiene efecto
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sobre las formas circulantes inactivas de los factores
V y VIII. Como deciamos antes, la actividad anticoa-
gulante de la PCA es potenciada por un cofactor, la
PS. Se sabe también que el factor V intacto potencia
la actividad anticoagulante de la PS.Y la hipdtesis es
que las dos proteinas: el factor V y la PS funcionan
como cofactores sinérgicos de la APC. La activa-
cion del factor V por la trombina, esta asociada con
la pérdida de su actividad anticoagulante. Conco-
mitantemente la actividad procoagulante es ganada
porque el factor Va es un cofactor para el factor X
activado (Xa) en la activacion de la protrombina. La
doble funcién del factor V se suma a la lista de meca-
nismos ingeniosos que bajo condiciones fisiologicas
balancean las fuerzas pro y anticoagulantes®.

La mutacion en el factor V esta asociada a riesgo
de trombosis venosa, entre 6 a 8 veces mas que los
individuos que no tienen tal mutacion'> 131415,

La importancia de los factores de riesgo genéti-
cos en la produccion de trombosis, ha aumentado con
la puesta en evidencia del descubrimiento de Bertina
y colaboradores. Ellos encontraron un polimorfismo
genético en el factor II, la variante de la Protrombina
G20210A™" 17,

La variante alélica protrombina G20210A'S 17
es una mutacion en el gen de la protrombina, aso-
ciada a un aumento de la concentraciéon plasmatica
de protrombina y que confiere un mayor riesgo de
trombosis venosa a los individuos portadores. Esta
mutacion tiene una frecuencia de 6 % en pacientes
con un primer episodio de trombosis venosa. La fre-
cuencia en la poblacion blanca general, sin episodio
de trombosis, es de aproximadamente 2 %',

Y por ultimo, la mutacion en el gen de la enzima
metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) respon-
sable del aumento de la homocisteina en sangre, en
los pacientes homocigotos y en los heterocigotos, es
también causa de trombofilia hereditaria®, como ya
se dijo antes.

A diferencia de las causas de hipercoagulabilidad
hereditaria: déficit de AT, PC, PS'y Factor V Leiden,
en las cuales la alteracion se halla en un solo gen,
en la hiperhomocisteinemia hereditaria los defectos
pueden encontrarse en varios genes que codifican las
diferentes enzimas comprometidas en el metabolis-
mo del aminoacido.

La hiperhomocisteinemia de causa hereditaria
se debe a mutaciones en los genes de las enzimas
cistationina b sintasa y/o metilen tetrahidrofolato
reductasa (MTHR), que conlleva a alteraciones del
metabolismo de la metionina con la acumulacion de
la homocisteina en sangre.

La causa mas frecuente de una hiperhomocistei-
nemia severa, con niveles totales de homocisteina
superiores a 100 mmol/L, es la deficiencia homo-

cigotica de la cistationina b sintasa'®. La moderada
(25-100 mmol/L) o suave (16-24 mmol/L) son tipi-
cas de individuos heterocigotos y de la variante ter-
molabil de la MTHFR. Esta tltima forma es la mas
frecuente. El estado heterocigoto para la cistationina
b sintasa es poco frecuente'®.

En ambos casos de mutaciones, ya sea de la cis-
tationina b sintasa o de la MTHFR, los individuos
afectados sufren de enfermedades vasculares pre-
maturas y tromboembolismo'®. El mecanismo por el
cual estas alteraciones contribuyen a la aterogénesis
y a la trombogénesis es parcialmente comprendido.
Se ha demostrado que se produce una descamacion
del endotelio vascular, activacion del factor V, inter-
ferencia en la activacion de la PC y de la expresion
de la trombomodulina, inhibicidn del activador tisu-
lar del plasminogeno, interferencia en la produccion
de 6xido nitrico y prostaciclina'®, entre otros.

En la hiperhomocisteinemia las manifestaciones
de tromboembolismo venoso no difieren del resto de
los sindromes trombofilicos. La manifestacion cli-
nica mas frecuente es la trombosis venosa profunda
con la complicacion de un tromboembolismo pulmo-
nar o sin €l.

Ya en el afio 1969" se hablé de la presencia de
trombosis arterial y aterosclerosis en la necropsia
de 2 nifios con hiperhomocisteinemia, y se relacio-
nod por primera vez la concentracion elevada de ho-
mocisteina plasmatica con la enfermedad vascular.
Posteriormente otras investigaciones confirmaron la
hipétesis y establecieron esta anomalia como factor
de riesgo independiente, para padecer trombosis®.

La homocisteina es un aminoacido sulfurado for-
mado durante el metabolismo de la metionina. Es un
aminoacido esencial derivado de las proteinas de la
dieta.

La hiperhomocisteinemia, es decir su elevacion
en plasma, se produce mas frecuentemente, como se
dijo antes, por defectos genéticos de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa, que permite la re-
conversion de homocisteina a metionina, mediante la
remetilacion, y con menor frecuencia por carencias
nutricionales de cofactores vitaminicos esenciales:
vitaminas B, B, y 4cido folico®".

Numerosos estudios consideran a la hiperhomo-
cisteinemia como factor de riesgo de enfermedad
oclusiva arterial y venosa®. En efecto, Fernandez-
Miranda C y col.?' en un estudio realizado en 202 en-
fermos coronarios demostraron que el 26% de ellos
presentaba hiperhomocisteinemia, aunque otro traba-
jo* mostr6 que su intensidad no predijo fiablemente
la gravedad de las lesiones coronarias encontradas.

Generalmente, en los portadores de hiperho-
mocisteinemia los sintomas no aparecen sino en la
tercera o cuarta décadas de la vida, época en que se
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CAUSAS DE TROMBOFILIA HEREDITARIA

TABLAT® TABLAII ®
Bien establecidas Raras
Deficiencia de Antitrombina Disfibrinogenemia

Deficiencia de Proteina C
Deficiencia de Proteina S
Resistencia a la Proteina C activada
(Factor V mutado: Factor Leyden)
Variante de la Protrombina G20210A
Hiperhomocisteinemia

Hipo-displasminogenemia

Deficiencia del Cofactor II de Heparina

Deficiencia de histidina rica en glicoproteina

Deficiencia del inhibidor del activador del
plasmindgeno

desarrolla de forma prematura la enfermedad arterial
coronaria, asi como trombosis recurrentes del siste-
ma arterial y venoso.

Algunos investigadores?' afirman que la hiper-
homocisteinemia se debe a disfuncién endotelial y
anormal funcion plaquetaria. Dicen ademas, que el
aporte de complejo B y acido folico puede normalizar
las concentraciones de homocisteina, habitualmente
a las 4-6 semanas de iniciada la terapia, aunque no se
conoce el impacto de este tratamiento sobre la mor-
bimortalidad cardiovascular. Estas incertidumbres
obligan, hoy dia, a no aconsejar con caracter gene-
ral la determinacion sistematica de la concentracion
plasmatica de homocisteina, salvo en pacientes con
aterosclerosis prematura no explicable por presencia
de factores de riesgo cardiovascular conocidos.

Sin embargo, se sabe muy bien que las mutacio-
nes en el gen de la MTHFR son una causa de Ho-
mocistinuria'’. El polimorfismo de la enzima (en
el cual una sustitucion del aminoacido valina por
alanina), trae como consecuencia una disminucion
en la actividad enzimatica de la MTHFR, y por ende
una elevacion de la homocisteina en sangre. En al-
gunos estudios®, este polimorfismo estd asociado a
una franca disminucion de la densidad 6sea o a un
incremento del riesgo de fractura 6sea. En estos ca-
s0s, segun las investigaciones, esta sustitucion de la
valina en el polimorfismo de la enzima, esta asociado
a niveles bajos de acido folico en sangre?.

En la tabla I figura la lista de las causas mas fre-
cuentes y bien establecidas de trombofilia heredi-
taria. En la tabla II las causas mas raras, segun De
Stefano®.

OBJETIVOS

Nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

1. Identificar mutaciones mas comunes en el
gen del Factor V, de la protrombina, de la
Metiltetrahidrofolactoreductasa, en una po-

blacion de donantes de sangre del Paraguay.

2. Determinar la prevalencia de la mutacion:
G20210A en el gen de la Protrombina.

3. Determinar la prevalencia de la mutacion:
FQ506 Leiden en el gen del factor V.

4. Determinar la prevalencia de la mutacion:
C677T en el gen de la enzima MTHFR.

La investigacion la hemos desarrollado en do-
nantes del Banco de Sangre del Hospital de Clinicas,
en el lapso de los meses de noviembre y diciembre
del afio 2001. Se han involucrado en este estudio el
Departamento de Hematologia de la II Catedra de
Clinica Médica, el Banco de Sangre del Hospital de
Clinicas de Asuncién y el laboratorio de especialida-
des génicas de Montevideo, Uruguay.

MATERIAL Y METODOS

Este es un estudio de prevalencias, es decir, estu-
dio de corte transversal, con algin componente ana-
litico, y de seleccion secuencial. Se llevo a cabo en
una poblacion de donantes de sangre del Hospital de
Clinicas en los meses de noviembre y diciembre del
afio 2001.

Han ingresado al estudio todos los donantes de
sangre que han reunido los criterios de inclusion.

Los criterios de inclusion son los de seleccion del
donante de sangre, conforme a los criterios para la
proteccion del donante y del receptor y que figuran
en las normativas del Banco de Sangre. Los criterios
de exclusion, figuran igualmente en las normativas y
son conforme a normas internacionales.

Para estimar el tamafio de muestra, se tomo al
Factor V Leiden, cuya proporcion esperada en orden
a los estudios sobre todo del norte de Europa es de
aproximadamente 7 %. Y asi para un indice de con-
fianza de 95 %, y una amplitud total del intervalo de
confianza (W) de 0,10 el nimero total de donantes de
sangre era de 139 individuos. Nosotros hemos toma-
do material de 200 donantes.
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MUESTRAS DE SANGRE

Se trabajé con 200 muestras de sangre de los do-
nantes que acudieron secuencialmente al Banco de
Sangre del Hospital de Clinicas, entre los meses de
noviembre y diciembre del afio 2001. Estos donantes,
como ya se dijo, reunieron los criterios de seleccion
para el estudio. Y se siguieron estrictamente las nor-
mativas de procedimiento general de seleccion del
donante de sangre, del Servicio de Medicina Trans-
fusional del Hospital de Clinicas.

Las muestras fueron transportadas desde Asun-
cion, via aérea y conforme a normas reglamentarias
de transporte para este tipo de material hasta el la-
boratorio de especialidades génicas de Montevideo,
Uruguay. Se utiliz6 para la investigacion, 100ul de
sangre del material extraido para el efecto.

Se purificd el ADN contenido en las muestras en-
tre 2 y 14 meses después de obtenida la sangre.
Antes de procesarla, se conservé la misma entre 2
y 8 °C.

EXTRACCION DE ADN

Se utilizo el sistema Wizard (Genomic DNA Pu-
rification System) de Promega.

Como controles positivos se utilizo ADN prove-
niente de individuos homocigotos mutados para cada
factor, es decir, mutados para el factor II, para el
factor V y para la enzima MTHFR.

AMPLIFICACION POR PCR

Se describe a continuacion el método utilizado.

El método se basa, en su forma mas simple en
la realizacion de tres reacciones sucesivas llevadas
a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se
repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta veces.

La muestra se calienta, en el primer paso, hasta
lograr la separacion de las dos cadenas que constitu-
yen el ADN, hecho que se conoce como “desnatura-
lizacion™.

En el segundo paso, la temperatura se reduce para
permitir el “apareamiento” de cada una de dos ca-
denas cortas de nucleotidos (oligonucleétidos) con
cada una de las hebras separadas del ADN molde. Se
trata de segmentos de ADN de cadena simple, sinte-
tizados en el laboratorio y disefiados de manera tal
que permiten definir los limites del tramo de ADN
que se desea replicar. Para que se pueda producir el
apareamiento, cada uno de estos oligonucledtidos, a
los que se denomina “iniciadores” o primers, debe
ser complementario del tramo al que tienen que unir-
se en las cadenas separadas del ADN molde.

En tercer lugar, una enzima ADN polimerasa ex-
tiende los primers, en el espacio comprendido entre
ambos, sintetizando las secuencias complementarias
de las hebras del ADN molde. Para ello, la ADN poli-

merasa usa desoxidonucleosidos trifosfatos (DNTPs)
agregados a la mezcla de reaccion. La temperatura a
la que se realiza el tercer paso es la temperatura en
que la ADN polimerasa posee mayor actividad. Al
cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnatura-
lizacion, apareamiento, extension) el tramo de ADN
elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad
original se encuentra disponible para ser nuevamen-
te replicado en un segundo ciclo. El resultado de la
aplicacion de numerosos ciclos sucesivos da lugar a
la amplificacion geométrica del segmento de ADN
delimitado por los primers.

Una vez finalizada la reaccion se logra sintetizar,
en pocas horas, un gran numero de copias de un frag-
mento génico con un alto grado de pureza.

DIGESTION ENZIMATICA

A los efectos de distinguir los alelos mutados
de los nativos, se utilizaron las enzimas de restric-
cion Hind III para Factor I y Factor V y Hinf I para
MTHEFR.

La determinacion de Factor V Leiden, la muta-
cion de la MTHFR y el polimorfismo G20210A de
la variante de la protrombina se determiné por PCR,
seguido por las apropiadas enzimas de restriccion.

VISUALIZACION DE LOS

PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los geles de poliacrilamida se forman por la po-
limerizacion de la acrilamida por accidén de un agen-
te entrecruzador (‘cross-linking’), la bis-acrilamida
en presencia de un iniciador y un catalizador. Como
iniciador se utiliza TEMED (N,N,N,N’-tetrametilne-
diamina) y como iniciador el i6n persulfato (S208-)
que se aflade en forma de persulfato amonico. Las
soluciones de acrilamida se desgasifican pues el oxi-
geno es un inhibidor de la polimerizacion. Ademas,
durante la polimerizacion se libera calor que podria
provocar la formacion de burbujas en el seno del gel.
La velocidad de polimerizaciéon viene determinada
por la concentracién de persulfato (catalizador) y
TEMED (iniciador).

El programa utilizado ha sido el Microsof Excel XP.

Para las variables cualitativas se us6 la Frecuencia
Relativa (frecuencias génicas y fenotipicas). La preva-
lencia puntual se calculo con la siguiente formula:

No. de casos X 100
Poblacién Total

RESULTADOS

Se analizaron 200 muestras de sangre.

Primeramente se hace una descripcion de la po-
blacién estudiada en lo que corresponde a distribu-
cion por sexo, edades y procedencia. En el Grafico 1,
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Poblacién femenina y masculina
(n 200)
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Grdfico 1
Distribucion de donantes por fajas etarias
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4
0 | Grdfico 2
Procedencia geografica de la poblacion en
estudio (n 200) 41 donantes
de Asuncion
60 donantes Hne
del interior
99 donantes
del Gran
Asuncién ;
Grdfico 3

se observa que de 200 individuos, 32 eran mujeres y
168 varones. El Grafico 2 muestra que mas del 50 %
de personas eran jovenes de entre 18 y 30 afios.

El Grafico 3 ilustra la procedencia geografica de
los individuos estudiados. La mayoria procedia de
zonas aledafias a la capital, es decir de las ciudades
cercanas como Lambaré, San Lorenzo, Itagua, Lu-
que, Limpio, Mariano Roque Alonso, Capiatd, Fer-

nando de la Mora, entre otras. (Grafico 3)

Seguidamente, se ilustran los resultados, del estu-
dio por biologia molecular.

Se han identificado las mutaciones mas frecuen-
temente descriptas en los tres factores estudiados.
Ellas son: G202010A en el gen de la Protrombina,
FV R506Q, denominado Factor V Leiden en el gen
del Factor V, y C677T en la enzima MTHFR.
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Factor Il y la mutacion G20210A
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Grdfico 4
Factor V normal y Factor V Leiden
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Se presentan los graficos de cada factor, por se-
parado.

En el Factor II se observaron 195 individuos
(AA) que son normales, con una frecuencia genoti-
pica de 0.98 y 5 individuos (Aa), heterocigotos para
la mutacion G20210A, con una frecuencia de 0.02.
Grafico 4.

Los 5 individuos (Aa), mutados, son heterocigo-
tos para la mutacion G20210A.

En el factor V se observaron 196 individuos
homocigotos normales (AA) con una frecuencia ge-

notipica de 0.98, y 4 individuos (Aa), heterocigotos
para la mutacion Factor V Leiden, con 0.02 de fre-
cuencia. Grafico 5.

Los 4 individuos (Aa) mutados, son heterocigo-
tos para la mutacion F V Leiden

Finalmente, en el gen que codifica para la
enzima MTHFR se encontraron 88 individuos
normales (AA), cuya frecuencia es de 0.44; 85
individuos (Aa), heterocigotos para la mutacion
C677T con 0.43 de frecuencia genotipica; y 27
(aa) homocigotos para la alteracion senalada, con
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Prevalencia de las mutaciones (%) en:
Factor I, Vyen la MTHFR

(n 200)

Factorll FactorV  MTHFR B
Grdfico 7
TABLA 3. Frecuencia alélica normal y mutante (%) de los factores en estudio (n 200).
Alelo 1 Alelo 2
Gen Heterocigotos Homocigotos

Normal Mutante

Factor V 99.00 1.00 2.00 0.00

Factor I1 98.75 1.25 2.50 0.00

MTHFR 65.00 35.00 43.00 14.00

Para el factor V el alelo 1 normal fue de 99 %. El alelo 2 mutante ha sido de 1 %.

Para el factor I1, el alelo 1 normal ha sido de 98.75 %.

Y el alelo 2 mutante ha

sido de 1.25 %. Mientras que para la MTHFR, la frecuencia del alelo 1 normal fue
de 65 %y para el alelo 2 mutante ha sido de 35 %.

Grafico 8. Bandas de Factor V normal, Factor V mutados
(homo y heterocigoto)

una frecuencia genotipica de 0.14. Grafico 6.

De los 200 donantes, 88 son normales, 85 son
heterocigotos (Aa) para la mutacion C677T vy,
27 individuos son (aa) homocigotos para la mis-

ma mutacion.

Y en el grafico 7 se ilustra la prevalencia de

pdvidm 1 dvidew 2 ndvdoo 3

las mutaciones de los factores estudiados que

son: 2.5 % para la C677T, 2.0 % para el Fac-
tor V Leiden y 56.0 % para la enzima MTHFR.
Grafico 7.

En la tabla 3 se observa la frecuencia alélica y

mutante de los factores de la poblacion en estudio.
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En las figuras de la siguiente pagina se ob-
servaran algunas muestras de bandas de factores
normales y mutados.

El grafico 8 (de la pagina anterior) ilustra
bandas de individuos con Factor V normal, con
factor V mutado, es decir, con Factor V Lei-
den, homo y heterocigoto. La banda superior de
ADN corresponde a la copia del gen de factor V
normal y la inferior a la copia mutada.

e Carril 1 - Individuo homocigoto mu-
tado. Contiene las dos copias de su
gen de factor V mutadas. Es el indi-
viduo 1

e Carril 2 - Perfil de un individuo he-
terocigoto. Posee una copia normal y
una copia mutada. Es el individuo 2

e Carril 3 - Perfil caracteristico de un
individuo normal que contiene las dos
copias de su gen de factor V normales.
Es el individuo 3.

DISCUSION Y COMENTARIOS

En los factores estudiados en este trabajo, I, V
y en la enzima MTHFR, se han encontrado muta-
ciones. Estas son las responsables del estado de hi-
percoagulabilidad en los individuos portadores. El
descubrimiento y el estudio de las mutaciones gené-
ticas que aumentan la predisposicion del hombre a la
trombosis, ha revolucionado el diagnéstico y el tra-
tamiento de los individuos en riesgo. La prevalencia
de estas mutaciones varia en distintas poblaciones
segun su caracterizacion étnica.

Las frecuencias génicas y fenotipicas halladas en
este trabajo, estan dentro del margen esperado, en
comparacion con las estudiadas por algunos inves-
tigadores. Es decir, que los resultados obtenidos en
este estudio muestran que la frecuencia génica obte-
nida para las mutaciones en estudio coincide con la
esperada en una poblacion en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

En lo que respecta al Factor V Leiden se han
encontrado prevalencias que no difieren tan grande-
mente de la nuestra. En el estudio de la Dra. Guggia-
ri', la frecuencia es del, 66 %. Y en lo que respecta
especificamente a las poblaciones vecinas e indi-
genas tenemos, Venezuela (Valencia) 1,6%; Costa
Rica 2,0%; Brasil (San Pablo) 2% y Chile (Santiago)
3,8%%: 2425, La poblacion capitalina de la Reptblica
Argentina tiene, sin embargo, una prevalencia mayor
5,1%; Las diferencias son mayores en otras regiones
mas alejadas: en Chipre 12%; en el Reino Unido: 3 a
8%; en americanos caucasicos, 5.2%. En tanto que,

en paises latinos como Italia y Espafa la frecuencia
es de 2 %**?%% igual a la nuestra.

El conjunto de deficiencias de AT, de PC y de
PS solo llega a causar menos del 15 % de trombosis
juvenil o recurrente en una poblacion seleccionada,
y menos del 10 % en una poblacion de casos no se-
leccionados®.

Por el contrario, el factor V Leiden es mucho mas
prevalente. Este descubrimiento, dice P Mannuci®’,
ha sido confirmado y citado mas de 2000 veces en
la literatura médica mundial. El estado de heteroci-
goto para el factor V Arg506GL, conocido mas fre-
cuentemente como Factor V Leiden, esta presente
en aproximadamente el 20 % de pacientes con un
primer episodio de trombosis. Y lo que es alin mas
importante, esta mutacion esta presente en el 4 % de
la poblacion blanca en general, lo cual pone en riesgo
a los portadores.

Otra observacion que merece la pena subrayar con
respecto al Factor V Leiden son los hallazgos del Co-
penhagen City Heart Study® que dice que si bien es
cierto que el Factor V Leiden se asocia a Trombosis
venosa, la asociacion con trombosis arterial no es po-
sible afirmar; y esto en lo que respecta a infarto agu-
do de miocardio, cardiopatia y stroke isquémicos?’.
Adicionando al Factor V Leiden y a la Protrombi-
na G20210A, las raras deficiencias de las proteinas
inhibidoras fisioldgicas de la coagulacion, como la
AT, la PC, la PS, la proporcion de trombosis venosas
atribuibles a los factores genéticos hereditarios es de
25 a 30 %. Esta proporcion es, al menos, tan grande
e importante?’, como las trombosis atribuibles a los
bien establecidos factores de riesgo adquiridos, ta-
les como cirugia, trauma, puerperio, inmovilizacion
prolongada en cama (mas de 7 dias), embarazo, toma
de anticonceptivos orales, neoplasias y terapia hor-
monal de reemplazo.

Con estos factores de riesgo genético de trombo-
sis venosas con tal peso y prevalencia en la poblacion
general, la primera cuestion que se nos plantea es de
si, esos factores deberian estudiarse en los indivi-
duos sanos sin historia familiar ni personal de trom-
bosis, cuando ellos se exponen a factores adquiridos
que pueden interactuar con factores genéticos incre-
mentando el riesgo de trombosis.

La prevalencia de la mutaciéon en la enzima
MTHEFR es muy alta en nuestro estudio, de 56 %. Y
podrian estar apareciendo casos de trombofilia here-
ditaria por mutacion en la enzima MTHFR, que no
se diagnostican. Es preciso recordar que la trombosis
es una enfermedad multifactorial. Y si a esa situacion
de riesgo genético se asocian otros factores de riesgo
del medio ambiente o circunstancial, las probabili-
dades de desarrollar la enfermedad es bastante ele-



Grafico 9. Factor V Leiden

Ejemplo de heterocigotos y negativos para la mutacion.
Carril 9, control positivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1,3,4,5 son normales, los 2,6,7,8 son heterocigotos, poseen una co-
pia normal y una copia mutada y el 9 contiene las dos copias de su
gen de factor V mutadas.

Grifico 10. Factor II. Protrombina
Negativos para la mutacion
Carril 8, control positivo
1 2 3 4 5 6 7 8

El carril 8 es el individuo que tiene las dos copias de su gen de
Factor IT mutadas. Los demas son normales.

Grifico 11. MTHFR
Carril 1: control positivo
Negativos, heterocigotos y homocigotos mutados.
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Los individuos 2,3,4,5,8 son normales, es decir, negativos para
la mutacién. El1 1y el 9 son los que tienen las dos copias de su
gen que codifica para la MTHFR, mutadas. Y el 6 y el 7 son
heterocigotos.
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vada. Es verdad, que los estudios de mutaciones de
los factores causantes de trombofilia hereditaria no
se realizan ordinariamente en nuestro medio, lo cual
dificulta el verdadero diagnoéstico. Sin embargo, aqui
vale aquel dicho de que, la ausencia de evidencias
(y me refiero a los estudios de las mutaciones) no
evidencia la ausencia.

En nuestro estudio, el rango de edades en el que
aparece el 100 % de la mutacién en el factor II, Pro-
trombina G20210A, es el de 18 a 30 afnos.

Es la misma faja etaria afectada en su mayoria,
para el Factor V Leiden.

Sin embargo, la mutacion en la enzima MTHFR,
la C677T se encuentra en todas las fajas etarias. Es-
tas van de los 18 a los 73 afios. Y precisamente, el pa-
ciente de 73 afios que es el de mas edad en el estudio
es portador de la mutacion.

La cuestion que se nos plantea es el por qué, de
la presencia de las mutaciones en los factores II y
V en los mas jovenes. S6lo un portador del Factor
V Leiden tenia 41 afios. El resto de la poblacion
afectada por estas dos mutaciones era en su mayoria
perteneciente al rango de edades entre 18 y 30 afos.
No es posible que solo en este periodo de tiempo se
hayan establecido las mutaciones. No. ;Qué pasoé en-
tonces con los portadores que ahora tendrian mas de
40 afios? (Es casualidad y azar el que solo se vean
estas alteraciones en la mayoria de los menores de
30 aflos?

Motivo de investigacion seria determinar el riesgo
relativo para el desarrollo de trombosis, en una cohor-
te de seguimiento de los individuos portadores.

Cabe senalar también, que hay otras causas de
trombofilia, descubiertas en la ultima década. Es-
tudios serios plantean el tema. Asi, se asocian altos
niveles del factor VIII*°, del factor XI*', del factor
IXy TAFI® con incremento del riesgo de trombosis
venosas.

Tampoco sabemos si los donantes estudiados
aqui, son portadores de otros defectos hereditarios
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