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RESUMEN

La enfermedad tromboembdlica constituye un gran proble-
ma clinico 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 interrelacion
entre factores ambientales y genéticos.

Durante los ultimos afios se han identificado varios factores
genéticos que predisponen a la trombosis, sin embargo sélo
dos de ellos han sido ampliamente estudiados: el factor V
Leiden y la protrombina 202 10A.

Ademads de estos factores existen otros que quizds no se
han desarrollado ampliamente como los anteriores, pero
al parecer diversas investigaciones indican que la presencia
de mutaciones como de la Metiltetrahidrofolato Reductasa
(MTHFR) y polimorfismos del gen del Inhibidor del Activador
del Plasmindgeno 1 (PAI-1) y de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA) pudiesen participar en la alteracion de
la hemostasia, especialmente durante el proceso de gesta-
cion donde su efecto es mas evidente.

Cabe destacar que nuestro laboratorio ha sido pionero en el
analisis del polimorfismo para PAI-1y ECA en conjunto con
la deteccion de dos mutaciones para MITHFR.

El estudio de estas mutaciones es a través del andlisis del
ADN del paciente. Este examen se realiza a partir de leu-
cocitos periféricos, siendo necesaria solo una muestra de
sangre-EDTA.
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SUMMARY

The thromboembolism disease constitutes a great clinical
problem due to his high incident and his important morbidity.
From the pathogenic point of view, this is a multifactorial
disease that ensues from the interrelationship between
environmental and genetic factors.

During the last years there have been identified several
genetic factors that predispose the thrombosis, nevertheless
up only two of them have been widely studied: the factor V/
Leiden and the prothrombin 20210A.

Besides these factors there exist others that probably have
not widely developed as the previous ones, but apparently
diverse investigations indicate that the presence of mutations
as of the Methylenetetrahydrofolate reductase (MITHFR) and
polymorphisms of the gene of the Plasminogen-Activator
Inhibitor Type 1 (PAI-1) and Angiotensin-converting Enzyme
(ACE) should take part in the alteration of the hemostasis,
specially during the process of gestation where his effect is
more evident.

It is necessary to emphasize that our laboratory has been a
pioneer in the analysis of the polymorphism for PAI-1 and
ACE as a whole with the detection of two mutations for
MTHEFR.

The study of these mutations is across the analysis of the DNA
of the patient. This test is realized from peripheral leukocytes
for what only a sample of blood-EDTA is required.



INTRODUCCION

Las condiciones asociadas a un mayor riesgo de trombosis venosas y/o
arteriales se conocen como Trombofilias, en éste término se incluye un
grupo heterogéneo de alteraciones, congénitas y adquiridas, que no
deben ser consideradas como enfermedades sino como “factores de
riesgo”.

Entre las Trombofilias actualmente conocidas y factibles de ser detecta-
das por anélisis de laboratorio se encuentran:

e Mutaciones en genes especificos que originan un cambio en la acti-
vidad enzimatica o en la cantidad de proteina, tales como la mutacién
del Factor V de Leiden, del gen 20210 A de la Protrombina, de la pro-
teina C, la S'y la Antitrombina.

e Polimorfismos como el del inhibidor del activador del Plasminégeno
tipo 1 (PAI-1).

e Anticuerpos contra las proteinas de la coagulacion, y otras condicio-
nes adquiridas como: Hiperhomocisteinemia, y el sindrome de anticuer-
pos antifosfolipidos (SAAF).

La frecuencia de estas condiciones es variable, depende de la poblacién
estudiada y de la Trombofilia que se busca. En forma colectiva estan
presentes aproximadamente en el 15% de la poblacion europea; sien-
do en los paises occidentales la resistencia a la proteina C activada de-
bida a la mutacién del Factor V, la causa més frecuente de trombosis.

En el caso de pacientes con Falla Reproductiva de Origen Isquémico
(FROI), es particularmente relevante descartar la presencia de una
trombofilia, ya que esta condicion se asocia a un incremento de 2 a 5
veces del riesgo de aborto recurrente y otras patologias del embarazo.
Asi mismo es recomendable descartar una Trombofilia en aquellos pa-
cientes que tienen historia de un episodio de trombosis o tromboembo-
lismo sin causa o evento desencadenante claramente identificado, en
pacientes jovenes con trombosis recurrentes, en pacientes con trombo-
sis en sitios inusuales y en familiares de primer grado de pacientes con
Trombofilias hereditarias.

1. DETECCION MUTACION R506Q FACTOR V LEIDEN (FV)
(Codigo 24113)

EI FV Leiden es el factor de riesgo genético méas frecuentemente encon-
trado en las trombosis venosas. Corresponde a una mutacion en el gen
del factor V, que determina una resistencia a la inactivacion del factor
V activado (FVa) por la proteina C activada (PCa), determinando una
mayor produccion de trombina.

La mutacion es una sustitucion del nucledtido G por el nucledtido A en
el nucledtido 1691. Esto determina el reemplazo en la proteina de una
arginina en la posicién 506 por una glutamina (1,2).

Normalmente el FVa se inactiva mediante el clivaje en la posicion
Arg506 seguida por un segundo clivaje en la posicion Arg306. En el

caso del FV Leiden, no ocurre el clivaje en la Arg 506 determinando que
el proceso de clivaje en la posicion Arg306 sea diez veces mas lento, lo
que origina el fenémeno de la resistencia a la actividad anticoagulante
de la PCa (3).

El FV Leiden se ha encontrado en alrededor del 20% de los casos con
trombosis venosa profunda (TVP) y de 50% de los casos de TVP donde
existe historia familiar (4-7).

SegUn The Leiden Trombophilia Study, el riesgo relativo de trombosis
conferido por este factor es de 7 para los portadores heterocigotos y de
80 en los homocigotos (5).

El test mas directo para la identificacion del FV Leiden es el andlisis ge-
nético que incluye la utilizacién de ADN genémico como molde para la
amplificacion del fragmento del gen del FV que contiene la mutacion.

2. DETECCION MUTACION G20210A DEL GEN DE LA
PROTROMBINA (Cédigo 24116)

La protrombina es el precursor de la trombina, el efector final de la
cascada de la coagulacién que conduce a la formacion de fibrina. La
protrombina es una enzima clave en el equilibrio entre pro coagulacién
y anticoagulacién porque promueve la coagulacion por retroalimen-
tacion positiva y también promueve la anticoagulacién mediante la
activacion de la via de la proteina C. Recientemente se ha descrito una
variante genética del gen de la protrombina asociada con un aumento
del riesgo de trombosis. Esta mutacion esta localizada en la region
3'-no codificante (3'UTR) de este gen y consiste en la sustitucion del
nucledtido G por el nucleétido A en la posicion 20210 (8). Recientes
investigaciones demuestran que esta mutacion produce un aumento
de su funcion, dando como resultado final la acumulacion del ARN
mensajero y el incremento de la sintesis proteica de protrombina (9),
anteriormente analizado por Kyrle (10) quién observé un incremento
en los niveles de trombina plasmatica luego de iniciada la coagulacién
en pacientes homocigotos y heterocigotos para esta mutacion, en com-
paracién con pacientes control. Cabe destacar ademas que se ha visto
que altos niveles de protrombina pueden inhibir la inactivacion del FVa
mediada por la proteina C activada, el cual puede dar como resultado
un aumento de la generacion de trombina después de iniciado el pro-
ceso de coagulacion (11).

Diferentes grupos han confirmado que el alelo 202 10A se encuentra en
un rango de 4-8% de pacientes con un primer episodio de trombosis
venosa y en el 1-2% de individuos sanos (12,13). El riesgo relativo de
trombosis venosa asignado a los portadores heterocigotos de la varian-
te de protrombina es de 2-7 veces.

La deteccion de esta mutacién solo es posible realizarla analizando la
region de este gen donde ésta se encuentra, los métodos por biologia
molecular son variados y en nuestro laboratorio se encuentra a dispo-
sicion este andlisis por PCR en tiempo real.

[ESTUDIO DE TROMBOFILIAS - ANALISIS MOLECULAR DE ALGUNOS FACTORES RELACIONADOS CON LA ALTERACION EN LA HEMOSTASIA - BQ. IVONNE VERGARA P]

395



[REV. MED. CLIN. CONDES - 2007; 18(4) 394 - 398]

396

3. DETECCION MUTACIONES C677T Y A1298T DE LA ENZIMA
METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR) (Cédigo
24120)

La MTHFR es una enzima que cataliza la conversion del 5,10-metilen-
tetrahidrofolato (5,10-MTHF) a 5-Metil-THF. el cual es el donador de
unidades de carbono que son utilizadas en la sintesis de la metionina a
partir de la homocisteina, mutilacion del ADN, entre otras.

La mutacion mas comdn de la MTHFR es una sustitucion de la citosina
por la timina en la base 677, la mutacién C677T (14). Este cambio
conduce a alteraciones en la funcién enzimatica que se reflejan en una
menor estabilidad de la proteina (15). La mutacion es de naturaleza au-
tosémica recesiva; la MTHFR de individuos que son homocigotos para
esta mutacion, los T/T, presenta una baja actividad especifica y una
estabilidad reducida In Vitro, esta enzima es denominada MTHFR “ter-
molabil” y cuando existe un déficit de folato se asocia a un aumento de
los valores de homocisteina (hiperhomocisteinemia), a una alteracion
en el balance plasmatico de algunos metabolitos del folato (16) y a una
mayor incidencia de episodios trombaticos (14).

En 1998, fue descubierto un segundo polimorfismo en la MTHFR que
implica la sustitucion de A por C en el par de bases 1298 (17), que ori-
gina la sustitucion de acido glutamico por alanina con una frecuencia
de alelos semejante a la descrita para la mutacién C677T. Sin embargo,
el polimorfismo A1298C no se asocia con la elevacion plasmatica de
homocisteina como sucede con el polimorfismo C677T de la MTHFR,
pero la mutacion A1298C ha sido relacionada con una disminucion del
riesgo de leucemia linfobldstica aguda en adultos y nifios (18, 19) y en
combinacion con la mutacién C677T se ha observado una disminucién
entre 2.5-3 veces el riesqgo de sufrir esta patologia en nifios (20).

Con lo anterior, es posible observar que estas mutaciones pueden inter-
venir en varios procesos dentro del organismo como el cancer, la proba-
bilidad de sufrir algiin evento trombético y poder aplicarlo también al
area de medicina reproductiva y ginecologia que alin se encuentra en
etapa de estudio, ya que se estd analizando el efecto de estas mutacio-
nes en casos de retardo del crecimiento fetal, abortos espontaneos y la
ineficacia de tratamientos de fertilizacion asistida.

4. DETECCION POLIMORFISMO ENZIMA CONVERTIDORA DE
ANGIOTENSINA 1 (ECA-1) (Cédigo 24420)

La Enzima Convertidora de angiotensina (ECA) existe predominante-
mente en las células del endotelio vascular y cataliza la conversién de
Angiotensina | a Angiotensina Il y la degradacion de bradikinina en la
superficie de las células endoteliales (21). Estas reacciones y la relacién
que tendrian con el proceso de aterogénesis (22) han despertado gran
interés por el estudio de las variaciones genéticas de la ECA. Este gen se
caracteriza por presentar un polimorfismo debido a la presencia o au-
sencia de la secuencia repetida de 287 pares de bases dentro del intrén
16 del gen (23). La ausencia de esta secuencia o delecién, se denomina
“alelo D" y la presencia del mismo dentro del intron es llamada “alelo 1

0 alelo de insercion y es sabido que en los seres humanos el nivel de ECA
estd, al menos parcialmente, bajo control genético (24) ya que se ha ob-
servado que el alelo D estd relacionado con una variacién en la actividad
de ECA en suero en poblacion normal (23), de hecho, los homocigotos
DD ostentan un mayor nivel de ECA circulante en comparacion con los
heterocigotos I/D y el homocigoto I/l (23) y muestra estar asociado con
eventos patoldgicos relacionados con la disfuncion endotelial (25-27).

Cabe destacar ademas que en otros estudios han relacionado el genoti-
po D/D con complicaciones durante el embarazo en mujeres que tenian
un historial de preeclamsia y en la cual el estudio de trombofilia clasico
fue descartado (28) y el genotipo D/D fue descrito como un factor pre-
dictivo de pérdida fetal (29), por lo que es importante recordar que ECA
tiene una relacion clave con el proceso de inflamacion y la hemostasia
(30) en los eventos de preeclamsia, sumado a su rol en la modulacién
del tono vascular y la proliferacién de células musculares lisas.

5. DETECCION POLIMORFISMO INHIBIDOR DEL ACTIVADOR
DEL PLASMINOGENO (PAI-1) (Codigo 97165)

El inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) es una gli-
coproteina compuesta por 379 aminodcidos y con peso molecular de
48 kDa, y es considerada como el principal inhibidor de la fibrinolisis.
Cuando las plaquetas son estimuladas por trombina, el PAI-1 es libera-
do sobre la superficie de las plaquetas, protegiendo el codgulo de una
lisis prematura. Este mecanismo causa un rapido incremento local de
la concentracién de PAI-1 en circulacion, el cual se une rapidamente a
tPA'y a uPA, evitando que el plasmindgeno se convierta en plasmina,
inhibiendo asf la fibrinolisis.

Durante la agregacion plaquetaria se produce un marcado aumento
de los niveles de PAI-1(31), el que puede encontrarse bajo tres formas
moleculares: latente, activa y formando complejos con los activadores.
El PAI-1 esta en forma latente en las plaquetas, pudiendo ser reacti-
vado in vivo. La interaccién del PAI-1 con los activadores tiene lugar
a través de la formacién de un complejo a nivel del centro reactivo
Arg346-Met347, con liberacion de un péptido intermedio (32).

En cuanto a su papel fisiopatoldgico se han observado cifras elevadas
de PAI-1 en situaciones clinicas relacionadas con fenémenos trombati-
€os (33), mientras que varios miembros de familias con déficit de PAI-1
presentaron una moderada o severa sintomatologia hemorragica (34).
El gen humano de PAI-1 se encuentra en el cromosoma 7q21.3-g22, a
partir de la cuales se han descrito sus correspondientes polimorfismos
(35). Este polimorfismo (4G/5G) esta definido por la insercion/delecion de
un nucledtido “guanina” (G) localizado en la regién promotora, 675 pares
de base “rio arriba” del sitio de transcripcion teniendo una secuencia de 4
0 5 nucledtidos de guanina el cual muestra una importante funcionalidad
(36), ya que en los casos donde esté presente el alelo 4G o el genotipo
4G/4G se ha observado un aumento en la actividad sérica de PAI-1(37).

Con todo lo detallado anteriormente, podemos inferir que el andlisis del
polimorfismo para PAI-1 nos indicaria los niveles séricos de la proteina



y si existe 0 no un riesgo asociado a la alteracion de la hemostasia.

Desde hace mas de un afio el Laboratorio Clinica Las Condes realiza
dos paneles de estudio de trombofilia que incluyen:

1. Panel para Estudio Basico (o tradicional): disponible también
en otros centros de referencia en el pafs. Este panel incluye las siguien-
tes determinaciones:

TABLA 1. PANEL PARA ESTUDIO BASICO

® PCR Factor V ( Factor Leiden)

e Mutacion G 20210 A Gen de la Protrombina
e Proteina C

e Proteina S Libre

e Anticoagulante Lupico

e Antitrombina

e Resistencia a la Proteina C Activada

2. Panel Trombofilia Completo: en el cual se agrega a los examenes
del Panel Basico, otros analisis que determinan Trombofilias, algunas
de ellas emergentes y con mayor frecuencia asociadas a patologias
del embarazo.

Este panel completo es exclusivo de Clinica Las Condes y sequird am-
plidndose con nuevas determinaciones actualmente en desarrollo.

TABLA 2. PANEL PARA ESTUDIO COMPLETO

e Factor VIIl Coagulante

e Ac. Anticardiolipina IGG

e Ac. Anticardiolipina IGM

® PAI-1

* ADMA

® Homocisteina

® Mutacion MTHFR C677T y A1298 C
e Ac. Anti B2 Glicoproteinas IGG

e Ac. Anti B2 Glicoproteinas IGM

e Polimorfismo ECA

Para realizar los examenes del panel basico o completo, sélo se re-
quiere obtener una muestra de sangre por puncién venosa. El Unico
analisis que requiere ayuno es la determinacion de Homocisteina. Las
instrucciones especificas para la obtencion de la muestra, estan dispo-
nibles en el Manual de Toma de Muestras de Laboratorio en intranet
de Clinica Las Condes.

Cabe hacer presente que para estudiar a un paciente que presenta un
episodio de trombosis, se recomienda realizar el estudio de Laboratorio

idealmente seis meses alejado del episodio agudo, y al menos dos sema-
nas con posterioridad a la suspension del tratamiento anticoagulante.
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