UNIVERSIDAD DE GRANADA
Facultad de Medicina
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular 111 e Inmunologia

Desarrollo de un nuevo metodo para la deteccidn de las mutaciones
mas frecuentes en los principales genes implicados en la trombofilia

hereditaria

Tesis Doctoral
Mercedes Zafra Ceres

Granada, 2011



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Mercedes Zafra Ceres

D.L.: GR 4509-2011

ISBN: 978-84-694-5732-0






D. JOSE ANTONIO GOMEZ CAPILLA,
CATEDRATICO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA

CERTIFICA:

Que D2 M?& Mercedes Zafra Ceres, Licenciada en Farmacia, ha realizado
bajo mi direccion el trabajo de investigacion titulado DESARROLLO DE
UN NUEVO METODO PARA LA DETECCION DE LAS
MUTACIONES MAS FRECUENTES EN LOS PRINCIPALES GENES
IMPLICADOS EN LA TROMBOFILIA HEREDITARIA. Dicho trabajo
ha sido revisado por mi, estando conforme con su presentacién, para ser
juzgado por el Tribunal que en su dia se designe, para optar al grado de
Doctor.

Granada, 2011

Fdo: Prof. Dr. D. J. A. Gdmez Capilla






D. TOMAS DE HARO MURNOZ, DIRECTOR DE LA U.G.C DE
LABORATORIOS Y JEFE DE SERVICIO DE ANALISIS
CLINICOS DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO SAN CECILIO
DE GRANADA

CERTIFICA:

Que D2 M?& Mercedes Zafra Ceres, Licenciada en Farmacia, ha realizado
bajo mi direccion el trabajo de investigacion titulado DESARROLLO DE
UN NUEVO METODO PARA LA DETECCION DE LAS
MUTACIONES MAS FRECUENTES EN LOS PRINCIPALES GENES
IMPLICADOS EN LA TROMBOFILIA HEREDITARIA. Dicho trabajo
ha sido revisado por mi, estando conforme con su presentacion, para ser
juzgado por el Tribunal que en su dia se designe, para optar al grado de
Doctor.

Granada, 2011

Fdo. Dr. D. Tomés de Haro Mufoz






D. RICARDO SOLA GARCIA FACULTATIVO ESPECIALISTA
DEL AREA DE HEMATOLOGIA DEL SERVICIO ANDALUZ
DE SALUD

CERTIFICA:

Que D& M2 Mercedes Zafra Ceres, Licenciada en Farmacia, ha realizado
bajo mi direccion el trabajo de investigacion titulado DESARROLLO DE
UN NUEVO METODO PARA LA DETECCION DE LAS
MUTACIONES MAS FRECUENTES EN LOS PRINCIPALES GENES
IMPLICADOS EN LA TROMBOFILIA HEREDITARIA. Dicho trabajo
ha sido revisado por mi, estando conforme con su presentacién, para ser
juzgado por el Tribunal que en su dia se designe, para optar al grado de
Doctor.

Granada, 2011

Fdo. Dr. D. Ricardo Sola Garcia






A mis padres y hermanos.

A Jose, por todo.






Agradecimientos

En el momento de llegar al final es cuando uno se da cuenta del
camino recorrido, si ha sido largo, dificil, complejo, si ha habido buenos ratos
0 si ha merecido la pena; pero sobretodo es cuando uno no puede dejar de
recordar a todas esas personas que le han ayudado a recorrerlo y a llegar a
buen puerto. Por eso quiero dedicar unas lineas a algunas de estas personas.
Sin duda olvidaré muchas pero a todas ellas gracias, siempre gracias.

En primer lugar me acuerdo de mis directores de tesis: al Dr. Gdmez
Capilla le debo toda esta tesis por eso quiero agradecerle su paciencia, su
dedicacién y su buen animo. Al final no sé muy bien si era mi director, mi
padre o mi amigo, creo que las tres cosas., lo que si sé es que sin duda es mi
maestro y que sin él no habria sido posible. Al Dr. De Haro quiero
agradecerle haberme brindado la oportunidad de hacer la tesis asi como
haberme ayudado en todo lo que he necesitado. Y al Dr. Sola quiero
agradecerle todo su apoyo y su coherencia a la hora de elaborar esta tesis.

También han resultado imprescindibles el Dr. Poyatos (gracias
Antonio por haberme echado tantos cables) y la Dra, M? Teresa Miranda por
el gran trabajo realizado en el tratamiento estadistico y sin cuya ayuda hoy no
estariamos aqui. Gracias igualmente a la Dra Carolina GGmez por su apoyo.

Volviendo la vista atras, muy atras, lo primero que recuerdo,
académicamente hablando, es mi colegio; sin duda responsable de lo bueno o
lo malo que he hecho. Muchas gracias a la Srta. Maloles y a la Srta. Ana
Suarez que tanto me ayudaron. Y gracias también a mis amigas todavia
después de tantos afios: Angeli, Isabel, Rocio y sobretodo Patricia.

Después, ya en la Facultad de Farmacia, gracias a todos los que me
hicieron recuperar el gusto y el &nimo por estudiar. Desde profesores hasta

comparieros de promocién y amigos para siempre como Carlos o como “e



comando”. Gracias a Alex, Borja y Evaristo por haberme aguantado y seguir
haciéndolo aun. Todavia en la facultad quiero agradecer que me iniciaran en
el mundo de la investigacién y el laboratorio, por aquel entonces haciendo
ensayos de dureza y disolucion a comprimidos. Por ello muchisimas gracias
al Dr. César Viseras que me metio en este mundo, a la Dra. Pilar Cerezo por
su aliento constante y a mi gran amiga la Dra. Carola Aguzzi por tantas y
tantas cosas. No quiero olvidarme de mis compis de laboratorio por aquella
época Angeles y Joaquina ni tampoco, y siguen pasando los afios, de mis
compis “fireras” M2 Carmen y Pilo, mi gemela uoo uoo.

Y llegd el momento de empezar mi residencia en el hospital. Muchas
gracias a todos, adjuntos, técnicos (mas bien “Técnicas” sobretodo de
urgencias), algunas de ellas ya amigas como Mari Pepa y como no, a mis
“erres” tanto mayores: gracias Antonio Cruz por tantos cafés, como
““coerres’: gracias Kawtar por ser como eres y también pequefias como Pepi,
Susana Garcia etc...No puedo ni quiero olvidarme de mis compafieras en el
Laboratorio de Biologia Molecular; gracias a Adelaida y gracias a Loli que
ha estado conmigo en todos los momentos, buenos y malos, sabes que te
quiero mucho. Ah, por ultimo pero en primer lugar mis gracias méas profundas
a mi compariera y amiga Susana Bueno por haber compartido tantas cosas,
especialmente por esos calicasas...que algin dia debemos retomar.

Llegando al final, le toca el turno a mi familia. Me acuerdo de mi
abuelo Rafael al que le hubiera gustado tanto leer esto, de mi abuelo Manuel,
de Anita y de mi tia Conchi a la que debo tanto. Ellos ya no estan aqui pero
esta tesis también es suya. Muchas gracias abuela, por todo lo que ti y yo
sabemos, te quiero mucho. Gracias a mis hermanos Carlos, Carmen y Ana por
haber hecho que seamos una FAMILIA no perfecta pero si Gnica y especial.
Gracias también a mis sobrinos Marta, Bea y Ernesto por arrancarme cada
dia una sonrisa. Y todas las gracias del mundo a mis padres, lo que soy es

gracias a vosotros que siempre me habéis apoyado y creido en mi mas que



misma. Este momento es posible porque siempre habéis estado a mi lado,
sobre todo cuando no ha sido tan facil pero creo que al final el esfuerzo ha
merecido la pena.

Ya acabo, y para ello me dejo a la persona que mas quiero en el

mundo. Gracias Jose por todo lo que me das cada dia. Esta tesis es para ti.






INDICE







indice.

INDICE

Glosario de abreviaturas 23
l. INTRODUCCION 27
I.1. Introduccion a la hemostasia 29
1.1.2. Modelo celular del sistema hemostatico 31
1.1.2.1. Fase 1: Iniciacion 32
1.1.2.2. Fase 2: Amplificacion 33
1.1.2.3. Fase 3: Propagacion 34

1.1.3. Anticoagulacion: sistemas anticoagulantes naturales 37
1.1.4. Fibrinolisis 38
1.2. Alteraciones de la coagulacién: trombofilias 40
[.2.1. Introduccion 40
1.2.2. Tipos de trombofilias 43
1.2.2.1. Trombofilia hereditaria 43

1.2.3. Bases moleculares de la trombofilia hereditaria 45
1.2.3.1. Deficiencia de antitrombina 45
1.2.3.2. Deficiencia de Proteina C 46
1.2.3.3. Deficiencia de proteina S 48
1.2.3.4. Resistencia a la proteina C activada 49
1.2.3.4.1. Factor V Arg506GIn 50
Mercedes Zafra Ceres 19



indice.

1.2.3.4.2. Otras mutaciones en el gen del Factor V
1.2.3.5. Mutacion PT20210A
1.2.3.6. Polimorfismo en el gen del Factor XIII
1.2.3.7. Mutacion C46T en el gen del factor XII
1.2.3.8. Grupo sanguineo ABO
1.2.3.9. Niveles elevados de factores de la coagulacion
1.2.3.9.1. Incremento de los niveles del Factor VIII
1.2.3.9.2. Incremento de los niveles de Factor IX y Factor XI
1.2.3.9.3. Incremento de los niveles de Fibrindgeno
1.2.3.10. Hiperhomocisteinemia
1.2.3.11. Disfibrinogenemia
1.2.3.12. Otros factores genéticos de riesgo trombético
1.2.4. Trombofilias adquiridas
1.2.4.1 Sindrome antifosfolipido
1.2.5. Trombofilia y embarazo
1.2.6. Trombofilia y estrogenos
1.3. Diagnostico de trombofilias
1.3.1. Pruebas en el laboratorio general
1.3.2. Diagndstico molecular de trombofilias

1.4. El futuro de la trombofilia

53

54

57

58

59

59

59

60

61

61

63

64

68

69

69

70

71

71

74

75

20 Mercedes Zafra Ceres



indice.

I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 79
I1l. MATERIAL Y METODOS 83
111.1. Pacientes 83
111.2. Extraccion de DNA 83
[11.2.1. Cuantificacion del DNA extraido 85

111.3. Andlisis de las mutaciones en los genes de la PT, FV,
MTHFR y EXII 86

[11.3.1. Obtencion de los amplicones para la deteccion de las
mutaciones de los genes de la PT, FV, MTHFR y FXII 86
111.3.1.2. Protrombina 86
111.3.1.3. Factor V 88
111.3.1.4. MTHFR 90
111.3.1.5. Factor XII 91

111.3.2. Procedimiento para la amplificacion de los amplicones donde
se localizan las mutaciones a detectar 93
111.3.3. Limpieza de los productos amplificados 95
[11.3.4. Deteccion SnaPShot 95
I11.3.5. Electroforesis capilar y deteccién fluorescente 98
I11.3.5.1. Preparacion de los productos amplificados 99
111.3.5.2. Preparacion del equipo 99
Mercedes Zafra Ceres 21



indice.

111.3.5.3. Programacion de las muestras
111.3.5.3.1. Hoja de muestras (“sample sheet™)
111.3.5.3.2. Lista de inyeccion
111.3.5.4. Andlisis de los resultados

111.4. Pruebas de laboratorio

111.4.1. Bateria de pruebas del estudio de trombofilia

111.4.2. Instrumentacion requerida

111.5. Método Estadistico empleado

I11.5.1. Estadistica descriptiva

[11.5.2. Estadistica inferencial

IV. RESULTADOS

IV.1. Establecimiento del método de andlisis de las mutaciones

de los genes de la PT, FV, MTHFR y FXII

1V.2. Resultado del tratamiento estadistico de los datos obtenidos

con la aplicacion del método de analisis
V. DISCUSION

V1. CONCLUSIONES

VII. BIBLIOGRAFIA

VIIl. ANEXO RESULTADOS

101

101

102

105

105

105

107

107

108

109

115

115

132

159

177

183

211

22 Mercedes Zafra Ceres



Glosario de abreviaturas.

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

aCL.: anticuerpos anticardiolipina.

aPL.: anticuerpos antifosfolipido.

APTT: Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada.
AT: Antitrombina.

C: Citosina.

EP: Embolismo pulmonar.

EPCR: Receptor Endotelial de la Proteina C.
ETV: Enfermedad tromboembolica venosa.
FIX: Factor 1X de la cogulacion.

FT: Factor tisular.

FV: Factor V de la coagulacion.

FVa: Factor V activado.

FVI111: Factor VIII de la coagulacion.

FVL: Factor V de Leiden.

FvW: Factor de von Willebrand.
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Glosario de abreviaturas.

FXI: Factor XI de la coagulacion.

FXI11: Factor XII1 de la coagulacion.

G: Guanina.

HOM: Homocigoto.

HT: Heterocigoto.

LA: Anticoagulante Lupico.

MTHFR: Metilentetrahidrofolatoreductasa.
NPM: No presenta mutacion.

nt: Nucleotido.

OR: Odds Ratio: cociente o razén entre 2 odds. A su vez la odds es una razén
en la que el numerador es la probabilidad (p) de que ocurra un suceso y el
denominador es la probabilidad de que tal suceso no ocurra (1-p). La OR es una
medida clasica en epidemiologia de la asociacion entre un factor de riesgo y una
enfermedad.

Pb: pares de bases.

PC: Proteina C.

PCA: Proteina C activada.

PCAr: Resistencia a la proteina C activada.
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.
PS: Proteina S.

PT: Protrombina.

SERMs: moduladores selectivos se receptores estrogénicos.

24 Mercedes Zafra Ceres



Glosario de abreviaturas.

SNPs: cambio de un solo nucledtido.

T: Timina.

TAFI: Inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina.
TFPI: Inhibidor de la via del factor tisular.

TP: Tiempo de protrombina.

t-PA: Activador tisular del plasminégeno.

TT: Tiempo de Trombina.

TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activado.
TVP: Trombosis venosa profunda.

Vs: “versus”.

Xa: Factor X activo.

Xlla: Factor XII activado.
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I. Introduccion.

I.1. INTRODUCCION A LA HEMOSTASIA.

La hemostasia es un sistema de defensa del organismo para prevenir la
hemorragia logrando, en condiciones fisiologicas, que la sangre esté en estado
fluido y permitiendo al mismo tiempo reaccionar ante una lesion del vaso
sanguineo con el objetivo de detener el sangrado taponando la posible lesion
vascular, todo ello de forma muy rapida. La hemostasia comprende un sistema
de coagulacion y un sistema de fibrinolisis compuestos ambos por numerosos
activadores, inhibidores, cofactores e incluso superficies celulares como las de
las plaquetas que desempefian un papel fundamental en todo el proceso.
Simplificando la complejidad del proceso, existe un equilibrio entre un
mecanismo procoagulante que favorece la hemostasia y la trombosis y un
mecanismo anticoagulante encargado de prevenir la excesiva formacion de
trombina cuando se activa la coagulacion. Este equilibrio esta regulado por la
activacion, inactivacion o inhibicion de los factores de la coagulacion y de los

factores fibrinoliticos, o modulando los niveles de los mismos.

Clasicamente se ha dividido la hemostasia en hemostasia primaria, en
la que participan fundamentalmente las plaquetas a través de los procesos de
adhesion, reclutamiento, activacion y agregacion para formar el tapdn
hemostatico plaquetar inicial y fase de coagulacion sanguinea (hemostasia
secundaria). La deficiencia o anomalia del sistema hemostatico conlleva una
tendencia hemorrdgica (ej. hemofilia) mientras que una activaciéon excesiva

puede resultar en trombosis que ocluye la luz del vaso (ej. trombosis venosa).

En la década de los 60 se propuso un modelo de coagulacion que

contemplaba una “cascada” enzimatica compuesta por una serie de etapas
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I. Introduccion.

secuenciales en las que la activacion de un factor de coagulacion activa al
siguiente, para favorecer la generacion del enzima activo trombina, que
convierte una proteina soluble del plasma, el fibrindgeno, en una proteina
insoluble, la fibrina, componente estructural del coagulo. Segin el modelo
clasico de Macfarlane y Davie (1964) existirian dos vias de activacion,
intrinseca y extrinseca, iniciadas por el factor XII en la intrinseca y por el
complejo factor tisular (FT)/ factor VII en la via extrinseca que convergen en
una via comun a nivel del factor X activo (Xa). El complejo resultante
compuesto por el factor Xa, Ca++ y factor Va a nivel de superficies
fosfolipidicas favoreceria la generacion de trombina asi como la formaciéon de
fibrina. Por otra parte el papel de las plaquetas para terminar en agregacion se
consideraba un proceso independiente. Este esquema sigue siendo tutil para
explicar las pruebas de laboratorio empleadas en la monitorizacion de la
hemostasia, como el tiempo de protrombina (TP) para la via extrinseca y el
tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA) para la intrinseca. Sin
embargo pronto se comprob6 que ambas vias no operan de forma independiente
y que el déficit de factores de la via intrinseca que prolongan el TTPA no
conlleva el mismo riesgo hemorragico. Por ejemplo, las deficiencias de factor
XII no cursan con hemorragia y las del factor XI pueden cursar con hemorragia
leve, mientras que las deficiencias de los factores VIII y IX (hemofilia A y B
respectivamente) conllevan hemorragias graves. Ademas se observo el hecho
de que el complejo FT/VII no solo activa el factor X sino también el factor XI
llegando a la conclusion de que la via extrinseca seria la de mayor relevancia

fisiopatoldgica in vivo. (Hoffman et al., 2001; Furie et al., 2005)
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I. Introduccion.

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

Factor Xl|

Factor XI =" Factor Xla Factor VIl a / Factor tisular

Factor IX — IXa

.

Factor X — Factor Xa «———  Factor X

Protrombina————» Trombina

Fibrinbgeno — Fibrina

Figura 1. Esquema simplificado de la cascada de la coagulacion. (Paramo et
al., 2009)

1.1.2 Modelo celular del sistema hemostatico.

En la actualidad estd demostrada la importancia del componente celular
en el proceso de coagulacion; sin el concurso de las plaquetas la hemostasia no
es posible. Ademas el FT es una proteina que esta presente en la membrana de
diversas células como los fibroblastos y hoy en dia sabemos que diferentes
células expresan proteinas procoagulantes y anticoagulantes, ademas de
receptores para diversos componentes de la hemostasia, lo que ha supuesto un
nuevo paradigma para explicar las reacciones que tienen lugar durante el

proceso hemostatico. (Paramo et al., 2009).
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I. Introduccion.

Actualmente se considera que la coagulacion se produce en tres etapas
relacionadas entre si: La fase de iniciacion, que tiene lugar a nivel de células
productoras de FT (monocitos o fibroblastos) y que conlleva la generacion de
los factores Xa, [Xa y pequefias cantidades de trombina que son suficientes para
iniciar el proceso. La fase de amplificacion se localiza en la superficie de las
plaquetas que son activadas por la trombina generada y que acumulan factores y
cofactores en su superficie permitiendo que se desarrollen diversas reacciones
enzimaticas. Por ultimo en la fase de propagacion las proteasas se combinan
con los cofactores en la superficie de las plaquetas promoviendo la generacion
de grandes cantidades de trombina que favorecen la formacion de fibrina y su

posterior polimerizacion para dar lugar a un coagulo estable.

1.L1.2.1  Fase 1: Iniciacion: exposicion del factor tisular tras la lesion

vascular.

El FT es el principal iniciador de la coagulaciéon in vivo y un
componente integral de la membrana celular. Se expresa en numerosos tipos
celulares estando presente en monocitos circulantes y en células endoteliales en

respuesta a procesos inflamatorios.

El proceso hemostatico se inicia tras una lesion vascular, al contactar el
subendotelio con la sangre circulante se favorece la union del FT con el factor
VII circulante y su posterior activacion. El complejo FT/VIla activa a los
factores IX y X. El factor Xa se combina con el factor Va en la superficie
celular produciendo como consecuencia pequefias cantidades de trombina que
jugaran un papel importante en la activacion de las plaquetas y del factor VIII

durante la siguiente fase. (Mackman et al., 2007; Gomez et al., 2006).

32 Mercedes Zafra Ceres



I. Introduccion.

INICTIACTION

Figura 2A. Fase de iniciacion. (Paramo et al., 2009).

1.1.2.2 Fase 2: Amplificacién.

El dafio vascular favorece el contacto entre las plaquetas y otros
componentes plasmaticos con tejidos extravasculares. Las plaquetas se adhieren
a la matriz subendotelial siendo activadas en lugares donde se ha expuesto el
FT. Las pequeias cantidades de trombina generadas amplifican la sefial
procoagulante inicial activando los factores V, VIII y XI que se ensamblan en la
superficie plaquetar para promover ulteriores reacciones en la siguiente fase.

(Monroe et al., 1994; Oliver et al., 1999; Muller et al., 2008).
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I. Introduccion.

Plaqueta activada

AMPLIFICACION

Figura 2B. Fase de amplificacion. (Paramo et al., 2009).

1.1.2.3 Fase 3: Propagacion.

Durante esta fase el complejo “tenasa” (VIlla, IXa, Ca™" y fosfolipidos)
cataliza la conversion del factor Xa mientras que el complejo “protrombinasa” (
Xa, Va, Ca"" y fosfolipidos) cataliza, a nivel de la superficie plaquetar, la
conversion de protrombina en grandes cantidades de trombina (“explosion de
trombina”), necesarias para la formacion de un codgulo estable de fibrina. La
protrombinasa es 300.000 veces mas activa que el factor Xa en catalizar la
activacion de protrombina. La trombina generada activaria asimismo al factor
XIII o factor estabilizador de fibrina y a un inhibidor fibrinolitico (TAFI)
necesarios para la formacion de un coagulo de fibrina resistente a la lisis. (Mann

et al., 2003; Crawley et al., 2007).
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I. Introduccion.

Plaqueta activada

PROPAGACION

Figura 2C. Fase de propagacion. (Paramo et al., 2009).

En consecuencia, segiin el modelo celular actual de la hemostasia, la
coagulacion fisioldgica depende de la exposicion de FT (subendotelial), que se
pone en contacto en el lugar de la lesion con el factor VIla y del ensamblaje de
las reacciones de coagulacion a nivel de superficies celulares como las
plaquetas, lo que favorece la formacion de trombina a nivel local y la
generacion de un coagulo estable de fibrina.

Este modelo contempla una via Unica y la focalizacion del proceso en

las superficies celulares.
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I. Introduccion.

INICIACION
=]

IXa

~

FT-Fvila  IX

Va Fibrindgeno g Fibrina

_ TAT ?xm
v TROMBINA

Protrombina_— g Trombina

x.a _‘77):

»

Protrombina % .
PROPAGACION

va | ¢
vy
Villa «— Vi &

Xla «— X1
AMPLIFICACION

Figura 3. Modelo celular de la coagulacion integrando las vias intrinseca y

extrinseca. (Paramo et al., 2009).

El modelo clasico de coagulacion que contemplaba dos vias
independientes no permite explicar los procesos fisiopatologicos que ocurren
cuando se produce una lesion vascular. Dicho modelo ha sido sustituido por un
modelo celular, mas acorde con los mecanismos que tienen lugar in vivo. Dicho
modelo contempla el papel crucial de las plaquetas y de otros elementos
celulares que, de forma coordinada, favorecen la generacion de trombina a nivel
de la superficie lesionada y la formacion de suficientes cantidades de trombina

para estabilizar el codgulo y detener la hemorragia.
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I. Introduccion.

1.1.3 Anticoagulacion: sistemas anticoagulantes naturales.

El sistema de la coagulacion debe estar exquisitamente regulado para
mantener la hemostasia, para ello debe evitar la generacion de excesivas
cantidades de trombina.

Esto se lleva a cabo por accion de sistemas anticoagulantes naturales,
presentes a nivel del endotelio vascular, siendo los mas importantes el inhibidor
de la via del factor tisular (TFPI), la antitrombina y el sistema de la proteina C.

El TFPI se une al complejo FT/FVII impidiendo la fase inicial de la
coagulacion. Su principal lugar de produccion son las células endoteliales. Se
encuentra principalmente unido a lipoproteinas en sangre o a heparan sulfato y
entre un 5- 10% circula en forma libre. La actividad anticoagulante del TFPI se
desarrolla en 2 etapas: primero forma un complejo reversible estequiométrico
1:1 con el FXa produciendo la pérdida de su actividad catalitica. En la segunda
etapa, el complejo FXa-TFPI se une al complejo FVIIa-TF unido a la membrana
en una reaccién que necesita iones Ca” formandose el complejo cuaternario
FXa-TFPI-FVIIa-TF inhibiendo de esta manera el complejo FVIIa-TF.

La antitrombina inhibe la trombina y otros factores de la coagulacion
como FXa y FIXa (van Boven., 1997). La AT es por si misma un inhibidor de
baja potencia, pero incrementa su velocidad inhibitoria unas 1000 veces en
presencia de heparina (anticoagulante). La heparina tiene su equivalente in Vvivo,
en el proteoglicano sulfato de heparan presente en el endotelio vascular. La
molécula de AT se une a la molécula de heparina a través de una secuencia
discontinua de residuos basicos (Lys, Arg) en la zona aminoterminal. La
trombina se une también a la cadena de heparina de una manera no especifica
mediante cargas electrostaticas. De esta manera se forman complejos ternarios
de heparina-AT-trombina en los que el sitio activo de la trombina se acerca al

sitio reactivo de la AT. El FXa y otros factores activados de la coagulacion se
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unen de manera débil a la heparina y son inhibidos por el complejo heparina-
antitrombina gracias al cambio conformacional que induce la heparina en la
molécula de antitrombina. Por el contrario, a nivel del endotelio existen
glicosaminoglicanos con afinidad por la antitrombina que inhiben a esta
favoreciendo la generacion de trombina.

Finalmente, el sistema de la proteina C se activa a nivel del endotelio
por la trombina, en presencia de un receptor endotelial, la trombomodulina. La
proteina C circulante se une a otro receptor especifico de naturaleza endotelial
(EPCR). El complejo formado por estas proteinas permite la rapida conversion
de proteina C en proteina C activada (PCa) que, en colaboracion con la proteina
S como cofactor, inhibe los factores V y VIII, disminuyendo la generacion de
trombina, ademas de poseer otras propiedades anticoagulantes y
antiinflamatorias. (Esmon et al., 2003; Lopez-Sagaseta et al., 2007; Medina et
al., 2008; Dalback et al., 2009).

Hay que indicar que el déficit congénito o adquirido de los sistemas

anticoagulantes favorece el desarrollo de trombosis.

1.1.4 Fibrinolisis.

La fibrinolisis es un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de
fibrina durante el proceso de cicatrizacion, asi como para remover los coagulos
intravasculares con el objetivo de impedir la trombosis. El efector final del
sistema es la plasmina, que degrada la fibrina en productos de degradacion
(PDF y dimero D) (Figura 4). La plasmina es producida a partir de un precursor
inactivo, el plasmindgeno, por accion de dos activadores del plasminogeno: un
activador tisular (t-PA) y un activador tipo urocinasa (u-PA). La regulaciéon de
los activadores tiene lugar por la accidon de inhibidores (PAI), de los que el més

relevante es el PAI-1, mientras que la plasmina circulante es rapidamente
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inhibida por la o2- antiplasmina, lo que evita una fibrinolisis sistémica.
(Cererman-Maus et al., 2005; Fay et al., 2007; Rijken et al., 2009).

La fibrinolisis se inicia por el t-PA liberado desde el endotelio en
respuesta a diversos estimulos (trombina, oclusion venosa, ejercicio fisico, etc.).
Una vez liberado se une a la fibrina donde activa el plasminogeno a plasmina
que degrada la fibrina del coagulo. La trombina puede activar otro inhibidor
fibrinolitico, el TAFI (inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina), el
cual promueve la estabilizacion de la malla de fibrina y en consecuencia de la
formacion del trombo de fibrina persistente. E1 TAFI actiia mediante la lisis de
residuos lisina C-terminal de la fibrina, previniendo la unién del plasminogeno,
la plasmina, o el t-PA a la fibrina e inhibiendo secundariamente la fibrinolisis.

(Nesheim et al., 1986).

v
fibrinogeno p Fibrina

\
A

Plasminogen? sl Plasming sl

-

PDF/DD

AP: Activadores del plasminogeno

PAl-1: Inhibidor activadores del plasminogena
a2-AP: ad-antiplasmina

TAFE Inhibidor fibnnolitico activado por trombina
PDF. Productos de degradacion del fibnnogerno
DD. Dimero D

Figura 4. Sistema fibrinolitico.
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1.2. ALTERACIONES DE LA COAGULACION: TROMBOFILIAS.

1.2.1. Introduccién.

La trombosis tiene un papel crucial en la patogénesis de las
enfermedades cardiovasculares y es el principal responsable del desenlace fatal
del infarto agudo de miocardio, los accidentes cerebrovasculares
tromboembolicos y el tromboembolismo venoso. Virchow hace mas de 150
aflos postuld que la trombosis intravascular era causada por cambios en la pared
vascular, por reducciéon en el flujo sanguineo y por alteraciones de la
composicion quimica de la sangre.

La trombofilia puede ser definida como un desorden de la
coagulacion que implica una predisposicion a la trombosis (League et al.,
2005). En este sentido es definida por la OMS como “tendencia genéticamente
determinada al Tromboembolismo venoso”. Es decir, una predisposicion
individual a padecer episodios tromboembolicos. Se trata de un trastorno
del sistema sanguineo, con formacion de codgulos a partir de sus
constituyentes, generando lo que se conoce con el nombre de trombosis.
Aunque el término trombofilia se ha empleado para referirse a la
trombosis arterial se utiliza mas frecuentemente en el contexto de la
enfermedad tromboembodlica venosa (ETV), para describir la
susceptibilidad genética a padecer dicho tromboembolismo venoso. En
estos pacientes la aparicion del accidente trombodtico sucede ya en la
juventud, suele haber historia trombotica familiar, con trombosis
recurrentes, en localizaciones inusuales o presentan una severidad
desproporcionada al estimulo causal. La presencia de un factor

hereditario predispone hacia la clinica trombdtica, sin embargo, para
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llegar a desarrollar la enfermedad, en ocasiones se requiere la interaccion
con otros factores genéticos o ambientales.

La ETV afecta, segiin diferentes estudios, entre 1 y 1.5 personas de
cada mil. (Silverstein et al., 1998; Kearon et al., 2001). Se estima que en
Europa se producen mas de 1,5 millones de casos de ETV anuales, con 543.500
defunciones, 435.000 casos de embolismo pulmonar (EP) y 684.000 casos de
trombosis venosas profundas (TVP sintomaticas). (Estudio Vitae. 2005.).
Ademas el EP, que es una complicacion de la ETV tiene una alta morbilidad
como causa de muerte en pacientes hospitalizados. Un paradigma reciente de la
trombofilia sugiere que el tromboembolismo es una enfermedad de origen
multifactorial en la que estan implicados uno o mas trastornos genéticos
asociados con factores de riesgo adquiridos como la inactividad, traumatismos,
enfermedades malignas, inflamacién, embarazo, empleo de anticonceptivos
orales o enfermedades autoinmunes.( Goodnight y Griffin., 2005). Es por ello

que puede resultar dificil identificar sus causas y predecir el riesgo.

Gen 1 + Gen 2 Factor 1 +
+ Gen 3 «— 5 Factor 2 +
Factor 3
TROMBOSIS
VENOSA

Figura 5. . La trombosis venosa como enfermedad compleja puede ser debida a

la interaccion de factores de riesgo genéticos y ambientales.
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Tabla 1. Principales causas de trombosis venosa congénitas y adquiridas.

Factores de riesgo genéticos

Deficiencia de AT Deficiencia de PC FVL
Deficiencia de PS RPCa
Disfibrinogenemia PT20210A

Factores con regulacion

genética y ambiental

Niveles elevados de FVIII, FIX, FXI

Hiperhomocisteinemia

Factores de riesgo adquiridos

Cirugia y traumatismo Inmovilizacion prolongada

Edad avanzada Anticuerpos
antifosfolipido

Trombosis previas Embarazo y puerperio

Uso de anticonceptivos orales Cancer

Terapia hormonal sustitutiva RPCa adquirida
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1.2.2. Tipos de trombofilias.

La trombofilia se puede dividir en dos categorias basicas: adquiridas y
hereditarias.

Las trombofilias adquiridas se presentan con predominio de la
vasoconstriccion y de la agregacion plaquetaria. Se las puede clasificar, segin
Latino et al., en circunstanciales y propiamente dichas. En las primeras se
encuentran factores que al dejar de manifestarse hacen que el riesgo de padecer
trombofilia decrezca considerablemente; por ejemplo obesidad, sedentarismo,
inmovilizacion, lesion endotelial, uso de anticonceptivos orales, embarazo y
puerperio, neoplasias, traumatismos, sepsis, cirugias, etc. Las trombofilias
adquiridas  propiamente dichas mas frecuentes son el Sindrome

Antifosfolipidico y la Hiperhomocisteinemia.

1.2.2.1. Trombofilia hereditaria.

La trombofilia hereditaria o congénita se define como un incremento
del riesgo de trombosis determinado genéticamente. Existe una predisposicion
genética entre el 60 y el 70% de los pacientes con ETV (Buchanan et al, 2003).
La primera descripcion de la trombofilia hereditaria producida por un déficit de
la proteina anticoagulante fue realizada por Egeberg en 1965. Los miembros de
la familia descrita con la enfermedad sufrian trombosis venosas recurrentes, y el
trastorno tenia un patron de herencia autosémica dominante. El plasma de la
familia afectada presentaba una disminucion de los niveles de factor inhibidor
de la trombina, antitrombina III y el trastorno tenia un patréon de herencia
autosomica dominante. A partir de este momento han sido estudiadas
numerosas deficiencias de factores de la coagulacion y del sistema fibrinolitico

para determinar su posible papel en la trombofilia hereditaria (tabla 1). A
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principios de los ochenta se describieron los primeros pacientes con una
deficiencia de proteina C y trombosis (Griffin et al., 1981). Posteriormente fue
descrito el déficit de proteina S (Schwarz et al., 1984; Comp et al., 1984). Ya
en los 90 se describieron tres familias con trombosis venosa asociada con la
resistencia a la proteina C activada (Dahlback et al., 1993) y en 1994 el defecto
genético asociado fue descrito de forma simultanea por tres laboratorios
afectando a una mutacion del gen del factor V, sustituyendo una Arg506 por
una Gln y denominandose factor V de Leiden (Bertina et al., 1994; Greengard
et al., 1994; Voorberg et al., 1994). La alta prevalencia de esta mutacion en la
poblacion general, entre un 2-5% (Reis et al., 1995; Zivelin et al., 1997), la
convierte en una buena candidata como posible factor de riesgo tromboético
adicional en las familias portadoras de deficiencias de PC o de PS, y los
estudios posteriores asi lo demuestran, ya que los pacientes portadores del FVL
en combinacion con alguna de estas deficiencias muestran un riesgo mas
elevado de suftir accidentes tromboticos que los portadores de una sola de las
deficiencias (Koeleman et al., 1994; Zéller et al., 1995). Aproximadamente al
mismo tiempo fue reconocida la hiperhomocisteinemia como un factor de
riesgo para la trombosis venosa (Bienvenu et al., 1993). Con posterioridad es
identificada por Poort una mutacion de la region 3 no trascrita de protrombina
asociada a una forma familiar de tromboembolismo venoso (Poort et al., 1996).
Con la inminente caracterizacion de un gran nimero de genes humanos se
pueden anticipar grandes avances en la identificacion de mas trastornos
genéticos asociados a trombofilia hereditaria.

Se pueden identificar trombofilias hereditarias en un 30% a un 50% de
los pacientes que presentan el primer episodio de trombosis venosa o
tromboembolismo pulmonar, con altos porcentajes de trombofilia en enfermos
con episodios recurrentes de trombosis. Pacientes con trombofilia hereditaria
pueden tener una o mas alteraciones asociadas, como anticuerpos

antifosfolipido, enfermedades malignas, enfermedades mieloproliferativas, o
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trastornos inflamatorios. Los estados tromboticos hereditarios se asocian mas
con trombosis venosas que arteriales; de cualquier forma, la asociacion con
otros factores de riesgo como el tabaco o la diabetes, tal como se sugiere en
publicaciones recientes, ocasiona que puede encontrarse trombosis arterial hasta
en un 10% de enfermos con trombofilia hereditaria (Zoller et al., 1998).

Las caracteristicas de las trombofilias congénitas son:
— Trombosis venosa (> 90% de los casos). Es posible la trombosis arterial.
— Frecuente aparicion a edades tempranas (< 45 afios).
— Episodios de repeticion (> 50%).
— Historia familiar de trombosis.
— Localizaciones inusuales de las trombosis (por ejemplo, mesentérica).
— Intensidad desproporcionada al estimulo.

Otras condiciones asociadas con trombofilias familiares son:
— Necrosis cutdneas asociadas a anticoagulantes orales.
— Pdrpura fulminans (neonatos).

— Pérdidas fetales recurrentes (por trombosis de la placenta).

1.2.3. Bases moleculares de la trombofilia hereditaria.

1.2.3.1. Deficiencia de antitrombina.

La AT (denominada también antitrombina III) es una proteina
plasmatica que se sintetiza en el higado y que pertenece a la familia de los
inhibidores de serinproteasas. Neutraliza a la trombina de forma irreversible
formando complejos 1:1. La intensidad de la inhibiciéon de la trombina es
catalizada por la heparina. El gen que codifica para la AT esté4 localizado en el
cromosoma 1 entre las bandas 1g23 y 1q25 (Bock et al., 1985), tiene 13,5

kilobases de longitud y consta de siete exones (Bock et al., 1988).
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La primera familia descrita con una deficiencia hereditaria de
antitrombina y trombosis fue publicada por Egeberg en 1965 siguiendo un
patron de herencia autosémica dominante. Desde entonces se han descrito
numerosas familias y se dispone de una base de datos con mas de 250
mutaciones en el gen de la antitrombina (Lane et al., 1997). La deficiencia de
antitrombina III de tipo I se define por niveles bajos de antigeno y actividades
en ausencia o presencia de heparina. El tipo II se define por la presencia de
moléculas disfuncionales en plasma con niveles normales de antigeno; afecta al
centro activo de inhibidores, actuando en el receptor del enzima activador o en
el receptor del inhibidor de la heparina e incrementando la actividad de la
accion de antitrombina I1I. La deficiencia grave de antitrombina (menos del 5%)
es muy poco frecuente. Afecta a la potenciacion del efecto de la antitrombina
por la heparina y se asocia con trombosis arteriales graves.

La deficiencia de antitrombina III se encuentra aproximadamente en el
1% de los pacientes estudiados con su primera trombosis venosa documentada
por debajo de los 70 afios. (Martinelli et al., 1998; Bucciarelli et al., 1999;
Rosendaal FR., 1999). En poblacion espaiiola se observd como resultado del
estudio EMET (Estudio Multicéntrico Espafiol de Trombofilia) que en
pacientes con trombosis venosa la prevalencia era de un 0,47% (Mateo et al.,
1997). Se ha estimado que la deficiencia de AT esta asociada a un incremento

de entre 10 y 20 veces el riesgo trombotico (Lane et al., 1996).

1.2.3.2. Deficiencia de proteina C.

La proteina C se sintetiza en el higado y circula en el plasma como una
serinproteasa activandose con una protedlisis por la union de trombina y
trombomodulina. El gen para la proteina C humana esta en el cromosoma 2q13-
14 y estd compuesto por nueve exones y ocho intrones correspondiendo el

primer exo6n a la region no codificadora del extremo 5°. (Plutzky et al., 1986).
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La proteina C activada (PCA) es una potente enzima anticoagulante que,
formando un complejo con su cofactor, la proteina S, actiia en las vias de la
coagulacion por la accion proteolitica irreversible de inactivacion de los factores
Va y Vllla. Por tanto, la disminucion de los niveles del quimoégeno de la
proteina C contribuye a la hipercoagulabilidad.

Los primeros casos de deficiencia heterocigdtica familiar de proteina C
(aproximadamente el 50% del nivel) se asocian con trombosis venosa en
jovenes adultos (Griffin el al., 1981), aunque también se han descrito casos de
trombosis arterial asociados a bajos niveles de proteina C en recién nacidos
(Tridapalli et al., 2010) y la deficiencia grave de proteina C (menos del 1% de
su actividad) se asocia a purpura neonatal fulminante (Branson et al., 1983).
Los déficit hereditarios de proteina C mas tipicos son las formas autosémicas en
las cuales el paciente tiene un 50% del nivel normal funcionante de proteina C
en plasma. Se han publicado mas de 150 formas de mutaciones diferentes en el
gen de la proteina C que se asocian con trombosis. (Reitsma PH et al., 1995).
La prevalencia en nuestro medio en pacientes con trombosis venosa se estimo
de un 3,19% en el Estudio EMET. (Mateo et al., 1997). Ademas se ha descrito
que incrementa el riesgo de trombosis hasta 10 veces. (Aiach et al., 1997). La
forma heterocigoética de la deficiencia de la proteina C se asocia con un riesgo
medio de trombosis. El déficit de proteina C de tipo I se define como un
desorden con reduccion paralela en plasma de la actividad anticoagulante y de
los niveles plasmaticos de proteina, mientras que el tipo II tiene unos niveles
plasmaticos normales, pero las moléculas son disfuncionantes, con bajos niveles

de actividad anticoagulante.
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1.2.3.3. Deficiencia de proteina S.

La proteina S es una glucoproteina plasmatica de cadena tUnica
sintetizada principalmente por los hepatocitos pero también por las células
endoteliales, megacariocitos, células de Leydig y osteoblastos sirviendo como
cofactor para la escision e inactivacion de los factores Va y Vllla por la proteina
C activada. En contraste con los factores V y VIII no requiere la activacion
proteolitica para su actividad como cofactor. La proteina S (PS) en solitario
también tiene una baja actividad como anticoagulante en virtud de su capacidad
para competir con el factor Xa en la unidon con el factor Va. En sangre, un 40%
de la PS circula en forma libre y un 60% formando un complejo
estequiométrico 1:1 con el C4b. La proteina S que funciona como cofactor de la
proteina C activada debe estar en la forma libre. Mientras que la proteina de
unién al C4b es un reactante de fase aguda, su subunidad alfa, que se une a la
proteina S, no aumenta en los procesos inflamatorios; por tanto, la
concentracion de proteina S libre no se ve afectada por la respuesta de fase
aguda. El gen humano de la PS estd en el cromosoma 3, extendiéndose el
centromero desde el pl1.1 hasta el q11.2 y consta de 15 exones y 14 intrones.
(Edenbrandt., 1990).

La primera familia con deficiencia hereditaria en PS asociada a la
enfermedad tromboembolica fue publicada por Schwarz en 1984 (Schwarz et
al., 1984). Desde entonces se han descrito numerosos trastornos familiares con
esta deficiencia (Bolan et al., 1993; Simmonds et al., 1998). Recientemente se
han relacionado niveles altos de Factor VIII y niveles bajos de proteina S libre
con un riesgo moderado de padecer trombosis arterial. (Mulder et al., 2010). La
prevalencia de deficiencia en PS en pacientes con historia trombdtica ha sido
estimada entre el 0,5-8% (Lane et al., 1996). En el estudio EMET, realizado en
poblacion espafiola, observamos una prevalencia de la deficiencia de PS en

pacientes con trombosis venosa del 7,27% (Mateo et al., 1997) y en el estudio
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familiar, a partir de este estudio EMET, observamos que los pacientes con
deficiencia de PS tipo III tenian 8,1 veces mas riesgo de padecer trombosis
venosa que los individuos normales (Mateo et al., 1998).

El riesgo de episodios tromboéticos en pacientes con edad joven y con
déficit de PS es inferior al de la deficiencia de AT, igualandose en edad
avanzada (Rosendaal., 1999). Las manifestaciones clinicas son parecidas a las
que se producen en las deficiencias de PC y AT, aunque la presencia de
trombosis arterial y cerebral son mas frecuentes (Allart et al., 1990; Coller et
al., 1987). Sélo se han descrito unos pocos casos de deficiencia en homocigosis,
y se han asociado a una enfermedad trombdtica severa y a purpura fulminans
neonatal (Mahasandana et al., 1990). Esta purpura fulminans también ha sido
descrita como una complicacién de infeccion por varicela en la que se
generaron autoanticuerpos dirigidos contra la proteina S. La falta de proteina S
ocasiono coagulacion intravascular diseminada, trombosis e isquemia. (Jordan
et al., 2010).

La deficiencia de ‘proteina S de tipo I se caracteriza por una
disminucion paralela de los niveles de antigeno y de actividad anticoagulante en
plasma (los niveles de PS total, de PS libre y PS funcional estan disminuidos),
mientras que el tipo II cursa con niveles normales en plasma de moléculas
disfuncionantes que se asocian a una disminucion de la actividad anticoagulante
(niveles normales de PS total y PS libre y niveles de PS funcional disminuidos).
En la deficiencia de tipo III el nivel total de proteina S libre es bajo y el nivel

del antigeno y de PS total es normal.
1.2.3.4. Resistencia a la proteina C activada.
El término resistencia a la proteina C activada (PCA) define una

capacidad disminuida de la accion anticoagulante del sistema de la proteina C

en el plasma. En 1989 fue descrita una respuesta anormalmente pobre a la PCA
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en enfermos con trombosis venosas cuando se habia demostrado que unas
fracciones purificadas de anticuerpos interferian en la expresion de la actividad
de la PCA. (Malia et al., 1989; Amer et al., 1990) pero no fue hasta 1993
cuando Dahlback describié tres familias no relacionadas que presentaban
trombosis venosas con resistencia a la PCA estimulando la investigacion de
diferentes explicaciones genéticas y moleculares.

La resistencia a la PCA puede estar causada por defectos moleculares
heterogéneos aunque el reemplazo de una Arg506 por Gln en el factor V,
mutacion conocida como factor V de Leiden (FVL) es la responsable de la
resistencia a la PCA al menos en el 90% de los casos. La resistencia a la PCA es
la alteracion fenotipica de laboratorio, mientras que el factor V GLN506 es el
genotipo y el término resistencia a la PCA no deberia emplearse como sinénimo
de factor V de Leiden. La resistencia a la PCA producida por defectos diferentes
al factor V de Leiden se asocia con riesgo de trombosis venosas (De Visser et
al.,, 1999) o accidentes isquémicos cerebrovasculares (Van der Bom et al.,
1996).

1.2.3.4.1. Factor V Arg506GIn (Factor V de Leiden).

El factor V (FV) es una gran glucoproteina con un Mi de
aproximadamente 330.000 y una vida media plasmatica de unas 12 horas que se
sintetiza en el higado y los megacariocitos. El gen del FV esta localizado en el
cromosoma 1q21-g25, tiene un tamafio de aproximadamente 70 Kb y esta
constituido por 25 exones.

Tiene la siguiente organizacion de dominios: A1-A2-B-A3-C1-C2
coincidente con la del factor VIII y, a diferencia de este, determinadas
secuencias en el dominio B son importantes para promover su activacién por la
trombina. Se cree que el FV se activa principalmente por la trombina in vivo,

aunque puede activarse también por el factor Xa. La trombina fracciona el FV al
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nivel de la Arg709 y la Argl545, produciendo una molécula heterodimérica de
dos cadenas formada por una cadena pesada A1-A2 (M1 110.000) que esta
asociada con una cadena ligera (M1 73.000). Las dos cadenas estan unidas de
forma no covalente mediante iones metal (calcio). El factor V activado es
inactivado por el fraccionamiento de la proteina C activada en Arg306 y en
Arg506, seguido de la disociacion de los fragmentos A2 divididos. Un cambio
comun de Arg506 por Gln confiere resistencia a la proteina C activada ya que
cuando la glutamina esta presente la PCA no puede inactivar completamente al
FVa asociandose con un mayor riesgo de tromboembolismo venoso. (Bertina et
al., 1994). La inactivacion del FV activado mediante la PCA y con la PS como
cofactor de la reaccion, es un paso importante de este sistema de inhibicion de
la coagulacion.

En 1994, se identific6 una mutacion puntual en el gen del factor V
como el defecto genético que causaba el fenotipo de la resistencia a la proteina
C activada en la gran mayoria de las formas hereditarias (mas del 90%).
(Bertina et al., 1994). Se trata del reemplazo de una G por una A en el
nucleotido 1691 en el exon 10 del gen del factor V, que provoca un cambio del
aminoacido 506 de arginina (Arg) a glutamina (Gln). Esta mutacion se conoce
como Factor V Leiden (FVL) y se ha descrito en un individuo de origen
caucasiano con una antigiiedad de hace 21000 a 34000 afios. (Zivelin et al.,
1997). Este cambio en uno de los lugares de inactivacion del FV activado
produce una molécula de FVa que muestra una resistencia a la accion de la
proteina C activada potenciando asi la capacidad procoagulante del FV. Esta
mutacion es mas comun en caucasianos especialmente en aquellos que
descienden de europeos occidentales y menos frecuente en la poblacion general,
siendo poco comun en Africa y Asia. Aproximadamente el 5% de los europeos
son portadores de esta mutacion. (Rees., 1996). En Estados Unidos la presentan

entre el 2 y el 5% de la poblacion general y entre el 15 y el 20% de los pacientes
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con tromboembolismo venoso. (Zoller et al., 1994). En la bibliografia publicada
el defecto se denomina GIn506-factor V, Q506-factor V o factor V de Leiden.

El riesgo de trombosis venosa en heterocigotos de FVL es siete veces
mayor aumentando hasta 80 veces en homocigotos, sin embargo muchos de
ellos nunca desarrollaran la trombosis excepto cuando se combina la mutacion
con otros factores de riesgo; por tanto las manifestaciones clinicas de
trombofilia en pacientes con FVL dependen de los siguientes factores:

I. El nimero de alelos con FVL: en heterocigotos el riesgo de trombosis
venosa se incrementa entre tres y ocho veces. (Juul et al. 2004; Heit et al.
2005). En individuos que son homocigotos el riesgo de incrementa entre 18 y
80 veces. Aunque los homocigotos presentan un elevado riesgo de desarrollar
trombosis en edades tempranas este riesgo es mucho mayor si se asocia con
homocigotos para la deficiencia de proteina C o S. (Kujovich., 2010).

II. Coexistencia con otras anomalias genéticas: La presencia de FVL
junto con deficiencia de proteina C, proteina S y antitrombina hace que el riesgo
trombotico sea superior al asociado a cada una de ellas por separado. (Ridker et
al., 1997). En individuos con doble heterocigosis para FVL y protrombina
G20210>A el riesgo trombotico es veinte veces mayor mientras que en
individuos en los que la heterocigosis es solo para FVL o protrombina en cuyo
caso el riesgo de desarrollar trombosis solo es cinco veces superior al que
presenta la poblacion en general. (Emmerich et al., 2001). En familias con
defectos combinados las trombosis son mas frecuentes y aparecen en edades
mas tempranas.

III. Historia familiar: Un reciente estudio ha sefialado que individuos
con FVL y con historia familiar de trombosis tienen un riesgo tres veces
superior de desarrollar tromboembolismo venoso que pacientes con FVL e
historia familiar negativa. (Bezemer et al., 2009).

IV. Otros factores: En pacientes con hiperhomocisteinemia y FVL el

riesgo de desarrollar trombosis es 22 veces mayor. (Ridker et al., 1997).
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También se ha descrito que pacientes con FVL heterocigotos y niveles elevados
de Factor VIII tienen tres veces mas incidencia de tromboembolismo venoso
(TEV) que pacientes con FVL unicamente. (Lensen et al., 2001). Tgualmente
diversos estudios han asociado que personas con cancer y FVL tienen un riesgo
incrementado de TEV. (Blom et al., 2005; Talamo et al., 2009). Otros estudios
han examinado el riesgo de tromboembolismo en mujeres con factor V de
Leiden que toman anticonceptivos orales (estrogenos). Hay un incremento
significativo de 30 a 80 veces en el riesgo de presentar trombosis, con un
incremento del riesgo absoluto del 0.8 al 28.25 por cada 10.000 mujeres y afio.
(Bloemenkamp et al., 1995; Laczkovics et al., 2007).

V. Embarazo: La presencia de FVL se ha asociado con un riesgo entre
5y 52 veces superior de padecer un episodio trombotico durante el embarazo y
el puerperio si se compara con mujeres no embarazadas con trombofilia.

(Kujovich., 2010).

1.2.3.4.2. Otras mutaciones en el gen del Factor V.

La resistencia a la proteina C activada estd causada, como se ha dicho,
en la mayoria de los casos por una mutacion en el gen del factor V conocida con
el nombre de factor V de Leiden (Arg506Gln) pero hay otras mutaciones en el
gen del factor V que pueden contribuir a la trombosis hereditaria en la
resistencia a la PCA y que representan aproximadamente el 5% de los pacientes
con resistencia a la PCA. (Tosetto et al., 2004).

1. Mutaciones en Arg306 (FV Cambridge y FV Hong Kong). Se han
descrito dos mutaciones diferentes que afectan a Arg306 en el sitio de
escision del FVa: En FV Cambridge se cambia Arg306 por Thr
(G1091C) y fue identificado en pacientes con resistencia a la PCA y
trombosis. (Williamson et al., 1998; Le Cam-Duchez et al., 2006). En
FV Hong Kong se reemplaza Arg306 por Gly (A1090G) y presenta una
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prevalencia del 4.5% en la poblacion china de Hong Kong. (Chan et al.,
1998).

2. FV 11e359 Thr (FVLiverpool). Esta mutacion fue identificada en dos
hermanos que tenian severas manifestaciones tromboticas desde antes
de los veinte afios. (Munford et al., 2003).

3. G2172C. Una nueva mutacion (G2172C) se asocio con resistencia a la
PCA en una familia china con tromboembolismo venoso. Esta mutacion
parece interferir con el sitio de escision de la Arg679 en la PCA. (Cai et
al., 2010).

4. FV R2. En un estudio donde se analizaron polimorfismos para el gen
del FV se describié un haplotipo denominado HR2 formado por 6
polimorfismos en el exén 13 del gen F5 y una variacidn en la secuencia
del ex6n 16 que podrian estar implicados en una reduccion de los
niveles de FV y de resistencia a la PCA. (Lungui et al., 1996; Bernardi
etal., 1997).

1.2.3.5. Mutacion PTG20210A.

La protrombina o Factor II es una proteina vitamina K dependiente que
se sintetiza fundamentalmente en el higado. Circula como un cimoégeno de
cadena tUnica con un Mi de aproximadamente 72000 y una vida media
plasmatica de aproximadamente 60 horas. El gen humano de la protrombina se
ha localizado en el cromosoma 11, cerca del centromero y estda compuesto por
14 exones separados por 13 intrones. La protrombina es dividida por el
complejo factor Va/Xa en dos sitios (Arg 271 y Arg320) liberdndose el dominio
catalitico (trombina) que elimina a los fibrinopéptidos A y B del fibrindgeno y
forma los monoémeros de fibrina.

En 1996 Poort y colaboradores publicaron un polimorfismo en la

region 3’ del gen de la protrombina llamada nt G20210A. El cambio de G por A
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en la posicion 20210 daba como resultado un incremento de los niveles
circulantes de protrombina y en consecuencia un aumento de trombina que se
asociaba con un incremento del riesgo de trombosis venosa. Es el segundo
defecto mas comun, tras el Factor V de Leiden, en la trombofilia hereditaria. El
polimorfismo surge en un antecesor de origen caucasiano y se encuentra entre
un 1 y un 5% de las personas de esta raza. (Poort et al., 1996). En Europa la
prevalencia es mayor en los paises del sur (3%) que en los del norte (1.7%)
siendo extremadamente rara en Africa y Asia. Entre los pacientes con
tromboembolismo venoso la frecuencia alcanza entre el 6 y el 18% vy el riesgo
de padecer episodios tromboticos se incrementa entre dos y cinco veces.
(Rosendaal et al., 1998).

Las manifestaciones clinicas de esta mutacion son variables, muchos
individuos que son homocigotos o heterocigotos para la mutacion G20210A
nunca desarrollaran trombosis. Otros heterocigotos no tendran complicaciones
hasta bien entrada la edad adulta mientras que por el contrario algunos pacientes
tendran trombosis recurrentes antes de los treinta afios.

La principal manifestacion clinica de la mutaciéon Protrombina
G20210A es el tromboembolismo venoso y dentro de este la mas comun es la
trombosis venosa profunda sobretodo localizada en las piernas. Algunos
estudios refieren un riesgo en heterocigotos PT G20210A de tres a cinco veces
mayor de presentar trombosis en las extremidades. (Martinelli et al., 2004).
También se han descrito casos de trombosis venosas superficiales en pacientes
con PT G20210A, en los cuales el riesgo de sufrir estos episodios es de casi
cuatro veces superior al normal. (Martinelli et al., 1999). Igualmente aparecen
algunos casos de trombosis en localizaciones inusuales en pacientes con PT
G20210A pero con menos frecuencia; destaca la trombosis venosa cerebral que
en pacientes heterocigotos tiene un riesgo entre seis y diez veces mayor.

(Martinelli et al., 1998).
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La mutacion PT G20210A incrementa el riesgo de pérdida del feto y de
otras complicaciones en mujeres embarazadas con trombofilia. Algunos
estudios sugieren que esta mutacion en adicion con el mayor riesgo de padecer
episodios tromboembdlicos en embarazadas incrementa el riesgo de perder el
feto. La mutacion G20210A en heterocigosis fue encontrada entre un 4 y un
13% de mujeres con pérdidas del feto, fundamentalmente en el primer trimestre.
(Raziel et al, 2001; Many et al., 2002).

La expresion clinica de la trombofilia por mutacidén de la protrombina
se ve afectada por cuatro factores:

1. El nimero de alelos con G20210A: el riesgo de padecer trombofilia en
mayor en homocigotos que en heterocigotos, siendo en estos tltimos entre
dos y cuatro veces mayor (Poort et al., 1998), mientras que en
homocigotos no ha sido cuantificado.

2. Coexistencia con otras anormalidades genéticas: Entre un 8 y un 14% de
los G20210A heterocigotos llevan asociados otros factores de trombofilia
hereditaria. En estos casos las trombosis suelen aparecer a edades mas
tempranas y el riesgo de trombosis recurrentes es mayor que en el caso de
que solo hubiera un defecto genético. (Makris et al., 1997).

e Factor V de Leiden. La mutacion G20210A heterocigota ha sido
encontrada entre el 6 y el 12% de los pacientes con FV de Leiden
con historia de ETV. (Tirado et al., 2001). Se ha estimado un riesgo
relativo entre 20 y 60 veces mayor de desarrollar trombosis venosa
en individuos doble heterocigotos para PT G20210A y FVL.
(Emmerich et al., 2001).

e Deficiencia de Proteina S. En un estudio realizado a familias con
trombofilia la combinacion de la deficiencia de Proteina S y
G20210A se asocid con casi trece veces mas riesgo de padecer ETV
comparado con el riesgo cuatro veces incrementado en el caso de

s6lo G20210A. (Tirado et al., 2001).
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3. Coexistencia con desordenes trombofilicos adquiridos. Se ha descrito que
elevadas concentraciones (>12 umol/L) de homocisteina en plasma
(hiperhomocisteinemia) y G20210A heterocigota confieren un riesgo entre
3.8 y 2.5 veces mayor de padecer ETV. (De Stefano et al., 2001).

4. Otros factores de riesgo. Al menos el 50% de los episodios tromboticos en
individuos con mutacion de la protrombina son provocados por la
conjunciéon con otros factores de riesgo, siendo el embarazo el mas
comun. (Gerhardt et al., 2000). En este sentido diversos estudios
confirmaron que mujeres con G20210A heterocigotas tienen entre 3 y 15
veces mas riesgo de sufrir un embarazo asociado a ETV que mujeres sin la
mutacion G20210A. (Martinelli et al., 2002; Meglic et al., 2003).Por otro
lado la combinacion de G20210A y anticonceptivos orales incrementa
entre 16 y 59 veces el riesgo de padecer ETV. (Martinelli et al., 1999;
Legnani et al., 2002).

1.2.3.6. Polimorfismo en el gen del Factor XIII.

El factor XIII es una proteina con actividad transglutaminasa presente
en el plasma. Las transglutaminasas son enzimas que catalizan el
entrecruzamiento de otras proteinas modificando sus propiedades. También se
las denomina “factor estabilizante de la fibrina”, ya que su funcién principal es
establecer puentes e-(y-glutamil)-lisina mediante enlaces covalentes en el
polimero de fibrina soluble originando una estructura tridimensional mas
estable y resistente a la fibrinolisis.

Un aspecto controvertido acerca del factor XIII es la influencia que los
polimorfismos genéticos del mismo podrian tener en la incidencia de
complicaciones tromboticas (ETV, infarto agudo de miocardio, accidente

cerebrovascular) o de hemorragia intracraneal espontanea.
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El polimorfismo analizado en mas estudios es el Val34Leu, que afecta
a un 25% de la poblacion caucasica, siendo mas raro en otros grupos étnicos.
Afecta al péptido de activacion y en las variantes con Leu la escision del mismo
por la trombina ocurre hasta 2,5 veces mas rapido; sin embargo, los niveles de
actividad funcional del factor XIII en plasma son similares. (Bereczky et al.,
2004). A esta variante alélica se le adjudico en algunos trabajos preliminares
una cierta “capacidad protectora” frente a eventos tromboticos, tanto venosos
como arteriales, pero existe gran controversia sobre este tema en la bibliografia.
(Balogh et al., 2000). En los ultimos afios se han publicado dos metaanalisis
independientes que evaluan el efecto de este polimorfismo sobre la incidencia
de patologia trombotica coronaria. (Bokd et al., 2007; Shafey et al., 2007). En
ambos casos se demuestra un descenso muy leve (15-20%; odds ratios: 0,79-
0,81; 0,82-0,89) para los individuos con variantes Leu34 (heterocigotos u
homocigotos) respecto a la variante con Val34 homocigota. El mismo discreto
efecto protector se ha encontrado sobre la aparicion de enfermedad
tromboembdlica venosa en otro metaanalisis. (Wells et al., 2006). (Odds ratios:
0,89-0,85). En cualquier caso, ninguno de los estudios parece justificar la
necesidad de analizar este polimorfismo dentro de los estudios de trombofilia

hereditaria.

1.2.3.7. Mutacion C46T en el gen del factor XI1I.

El factor XII es una serin-proteasa del sistema de contacto que
desempefia un papel en los sistemas de coagulacion y fibrindlisis. La funcién
del factor XII es controvertida, ya que si bien su deficiencia causa un
alargamiento asintomatico del APTT, en pacientes con deficiencia se han
comunicado problemas trombdticos. Debido a que el polimorfismo C46T en el
gen del factor XII influye en los niveles plasmaticos del factor XII se ha

estudiado su papel en pacientes con trombosis venosas. El estudio GAIT
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(Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia) demostré que la mutacion
C46T incrementa el riesgo de trombosis teniendo especial importancia en
Espafia, pues la mutacion afecta al 17 por ciento de su poblacion y a un 23 por
ciento de los pacientes con trombosis. Concretamente, los portadores
homocigotos del alelo T tienen 5 veces mas riesgo de eventos tromboembolicos
que los no portadores. (Reuner et al., 2008).

Recientemente, en la misma direccion, se ha publicado un estudio que
muestra la implicacion de este polimorfismo como factor de riesgo tromboético
durante el primer trimestre del embarazo en un seguimiento de 32.463 mujeres

previamente asintomaticas. (Cochery-Nouvellon et al., 2007).

1.2.3.8. Grupo sanguineo ABO.

Los grupos sanguineos del sistema ABO se han relacionado con el
riesgo cardiovascular desde hace mas de 20 afios. Se habia relacionado este
incremento de riesgo con el incremento de factor VIII y factor Von Willebrand.
En recientes estudios se ha observado que los individuos con grupos sanguineos
no-O presentan un aumento de riesgo de trombosis de 2.6 veces respecto al
grupo O. Probablemente sea el alelo A1 el responsable de este incremento de
riesgo. (Tirado et al., 2005). Este riesgo incrementado es independiente de los
niveles de factor VIII y de factor Von Willebrand.

1.2.3.9. Niveles elevados de factores de la coagulacion.

1.2.3.9.1. Incremento de los niveles del Factor VIII.

El factor VIII es un importante cofactor en la activacion del factor X.

Su deficiencia produce hemofilia A, una grave enfermedad hemorragica. Los

niveles elevados de factor VIII se han asociado con el incremento del riesgo de
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trombosis venosa. (Koster el al., 1995; Tirado et al., 2005). Los pacientes con
niveles de factor VIII por encima del percentil 90 de la poblacion normal
muestran un incremento del riesgo de trombosis entre 3-5 veces. También el
riesgo de recurrencias esta incrementado en pacientes con niveles elevados de
factor VIII. (Tirado et al., 2005; Kyrle et al., 2000). Los niveles de factor VIII
suelen ser estables en el tiempo y hoy en dia se acepta que puede subyacer una
base genética disponiendo de datos cientificos que avalan la presencia de un
gen en el cromosoma 5 que podria estar implicado en la determinacion de los
niveles de factor VIII. (Berger et al., 2005). En algunos pacientes pueden
aumentar de manera adquirida debido a diversas causas (enfermedades
inflamatorias, hepatopatias, embarazo). Se ha descrito que pacientes con niveles
elevados de factor VIII tienen un mayor riesgo de desarrollar trombosis venosa
tras viajes de larga distancia que pacientes con niveles normales. (OR, 6.2;

95% IC 3.6-10.5). (Kuipers et al., 2009).

1.2.3.9.2. Incremento de los niveles de Factor IXy Factor XI.

También se ha descrito que niveles altos tanto de FXI como de Factor
IX (ambos por encima del percentil 90) se asocian a un incremento de riesgo
trombotico de 2.2 y unas 2-3 veces respectivamente. (Meijers et al., 2000; van
Hylckama et al., 2000). (Tabla 3). Al igual que ocurre con el factor VIII se han
relacionado niveles elevados de factor IX y de fibrindgeno con un mayor riesgo
de desarrollar trombosis tras viajes de larga distancia respecto a individuos con
valores normales (OR, 3.2; 95% IC 0.9-11) para el factor IX y (OR, 2.0; 95%
IC 0.7-5.5) para el fibrindgeno. (Kuipers et al., 2009).
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1.2.3.9.3. Incremento de los niveles de Fibrindgeno.

El fibrindgeno ha aparecido en varios estudios sobre enfermedad
isquémica como un predictor independiente de riesgo de trombosis. En este
sentido se ha descrito que concentraciones de fibrindgeno elevadas se asocian
con un incremento del riesgo trombotico. (Rosendaal., 1999). El fibrindgeno es
un reactante de fase aguda, y como tal sus niveles plasmaticos pueden aumentar
como parte de la reaccion inflamatoria, ademas de que pueden modificarse por
factores externos tales como el alcohol, el estrés, el tabaco, etc. Sin embargo,
parecen existir también factores hereditarios, con variaciones genéticas
asociadas a polimorfismos de las cadenas alfa y beta. Entre un 5-9% de la
variabilidad de las concentraciones se explica por polimorfismos localizados en
el gen de la cadena beta y s6lo un 4.2% esta determinado por polimorfismos en
el gen de la cadena alfa. (Humphries et al., 1987). Estos resultados implican
que otros factores genéticos son la causa de la mayor parte de la variacion
cuantitativa de este fenotipo. Hace unos afios se localizaron dos regiones del
genoma relacionadas con la concentracion plasmatica de fibrindgeno, una en el
cromosoma 12 y otra en el 14. (Soria et al., 2005). El genotipo h1h2 produce

niveles de fibrindgeno mas elevados que el hlhl.

1.2.3.10. Hiperhomocisteinemia.

La hiperhomocisteinemia se define por la presencia de unos niveles
elevados de homocisteina en plasma. La hiperhomocisteinemia grave, también
llamada homocistinuria, es un trastorno autosémico recesivo que se caracteriza
por un defecto grave de la cistationina B-sintetasa, 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) o de otras enzimas que intervienen en el metabolismo de la

homocisteina. Un metaanalisis con 10 estudios de casos control concluyen que
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la hiperhomocisteinemia se asocia con un riesgo incrementado de trombosis
venosa. (Den Heijer et al., 1998).

La homocisteina es un intermediario en el metabolismo de los
aminoacidos que contienen azufre, metionina y cisteina participando en
diferentes vias metabolicas.

La causa mas comn de hiperhomocisteinemia grave es una
cistationina f-sintetasa defectuosa. Se ha demostrado que los niveles elevados
de homocisteina pueden deberse a causas adquiridas como niveles por debajo
de lo normal de folato y vitaminas Bs y Bj, o fallo renal en cuyo caso la
administracién de folato con vitaminas B¢ y B, puede reducir los niveles de
homocisteina. (Den Heijer et al., 1998) pero también se han identificado
factores genéticos causantes de la hiperhomocisteinemia. La causa genética
mejor conocida de hiperhomocisteinemia afecta al gen MTHFR con un
polimorfismo C677T que produce un reemplazo de Ala222 por Val dando lugar
a una variante de la enzima que tiene menor actividad y que ve incrementada su
sensibilidad a la inactivacion por calor (termolabilidad). Se conoce que el 73%
de los individuos con niveles de homocisteina superiores a 40 micromol/litro
son homocigotos para la mutacion C677T MTHFR. (Guttomsem et al., 1996).
En homocigosis esta mutacion provoca una variante termolabil de la enzima
MTHFR que presenta una actividad residual del 50 % en su funciéon de
transferencia de grupos metilo en la via de la remetilacion de la homocisteina.
Puesto que esta enzima usa como cofactor acido folico, la actividad enzimatica
se ve drasticamente reducida en situaciones carenciales de folatos. La forma
homocigética TT 677 se asocia con una hiperhomocisteinemia moderada y es
considerada como un factor de riesgo de la ETV.

La hiperhomocisteinemia se asocia con frecuencia a ETV, ademas de,
enfermedad arterial. Entre el 10% y el 25% de los pacientes con trombosis
venosa recurrente tienen niveles plasmaticos de homocisteina que se encuentran

por encima del percentil 95 con respecto a la distribucion normal de la
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poblacion (p.ej. superiores a 17-22 pmol/litro). (D Angelo et al, 1997;
Eichinger et al., 1998). En diferentes metaanalisis se ha demostrado que el
riesgo de presentar trombosis venosa si las concentraciones de homocisteina son
altas es de 2.5 a 3. (Den Heijer et al., 1998). Sin embargo, existe controversia
ya que otros autores afirman que en las formas homocigoticas de este defecto
enzimatico (que ocurre en el 10% al 20% de los individuos normales) en
ausencia de otros factores de riesgo trombdtico no se produce un incremento del
riesgo de tromboembolismo. (Salomon et al., 1999; Bezemer et al., 2007). Los
pacientes que son homocigdticos para el gen de la MTHFR y que tienen
también el factor V de Leiden o mutacion en el gen de la protrombina presentan
un incremento del riesgo de trombosis. (Salomon et al,. 1999). En heterocigotos
la presencia de esta mutacion no aumenta el riesgo de TVP, ni tan siquiera en
los pacientes con factor V Leiden o mutacion del gen de la protrombina. (Brown
etal., 1998).

La asociacion de hiperhomocisteinemia y trombosis venosa es muy
fuerte en mujeres (p.ej., OR de 7) y también se incrementa con la edad
encontrandose OR de 5.5 en pacientes con edades superiores a 50 afios. (Den

Heijer et al., 1996).

1.2.3.11. Disfibrinogenemia.

La disfibrinogenemia hereditaria se caracteriza por la biosintesis de una
molécula de fibrindgeno estructuralmente anormal que exhibe propiedades
funcionales alteradas. Mas de 260 casos de disfibrinogenemia congénita fueron
descritos en 1994 sobrepasando ampliamente los 300 en la actualidad.
Aproximadamente un 25% de los casos descritos de disfibrinogenemia han
tenido historia de sangrado y en cerca de in 20% de las familias ha habido una
tendencia a la trombosis (trombofilia). (Ebert.,, 1994). El resto son

asintomaticos en estos aspectos. En algunas familias con disfibrinogenemia hay
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patologia organica asociada con el fibrindgeno como amiloidosis o enfermedad
hepatica de depdsito. Ademas, en las mujeres con esta anomalia se incrementa
el riesgo de trombosis postparto y de aborto.

Para la hemostasia normal la fibrina se forma después de la liberacion
de fibrinopéptidos a partir del fibrindgeno, debido a la proteolisis por la
trombina y a la posterior polimerizacion en monomeros de fibrina. La fibrina se
estabiliza por enlaces covalentes introducidos por el factor XII activado (XIla).
Es esencial durante la cicatrizacion la limitacién y eliminacion del trombo
mediante la accidén de una proteolisis mediada por la plasmina. Los defectos del
fibrindgeno que producen una fibrindlisis anormal pueden producir trombosis
debido a una falta de aclaramiento de la fibrina o a una no limitacion del
crecimiento del coagulo.

Dos mecanismos pueden explicar la trombosis como consecuencia del
mal funcionamiento del fibrindgeno:

e Una union defectuosa entre la trombina y la fibrina anormal que da
lugar a un incremento de los niveles de trombina.

e Una incapacidad de esta fibrina anormal para ejercer un efecto
estimulante sobre el activador tisular del plasminégeno (t-PA) y
ocasionando, por tanto, una disminucion en la fibrindlisis.

Los pacientes con disfibrinogenemia hereditaria generalmente presentan

trombosis venosas en edades tempranas (p.ej; de los 27 a los 32 afios). También

se ha apreciado un aumento en la frecuencia de abortos. (Haverkate et al., 1995)

1.2.3.12. Otros factores genéticos de riesgo trombotico.

Otros factores de la coagulacion o del sistema fibrinolitico pueden estar

implicados en la predisposicion a la trombosis. (Soria., 2009)
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Desde el punto de vista genético, son muchos los polimorfismos en
diferentes genes candidatos que estan siendo sometidos a multiples estudios de
asociacion para determinar su implicacion en la enfermedad tromboembdlica.
Destacariamos diversos polimorfismos en el gen del receptor endotelial de la
PC (EPCR) (Medina et al., 2005; Saposnik et al., 2004), polimorfismos en los
genes que codifican para receptores plaquetarios (Corral et al., 1999., 2001) y
polimorfismos en el gen que codifica el TAFI, que a través de la determinacion
de la concentracion plasmatica de TAFI podrian modular el riesgo de trombosis.
(Franco et al, 2001). Sin embargo la auténtica contribucion de estos
polimorfismos en la ETV esta por demostrar siendo incluso controvertida por la
aparicion de resultados contradictorios. (Franco et al., 2001.).

Estudios de ligamiento genético en un elevado nimero de familias han
mostrado una fuerte correlacion genética entre la susceptibilidad a los
acontecimientos tromboticos y varios fenotipos de Ila hemostasia.
Concretamente, los niveles de FVIII, FIX, FXI, FXII, FvW, activador tisular del
plasminogeno (t-PA), generacion de trombina, FVII, folato sérico y
homocisteina estdn determinados por genes que a su vez incrementan el riesgo
de eventos tromboticos. (Souto et al., 2000). Mas recientemente, también ha
permitido la identificacion de las mutaciones A384S en el gen de la
SERPINACI (Corral et al., 2007), que codifica para la antitrombina, y la R67X
en el gen SERPINCI10, que codifica el inhibidor de la proteina Z (Corral et al.
20006), asociadas a un incremento del riesgo de padecer eventos tromboticos. En
esta linea ciertas investigaciones sugieren el papel anticoagulante del inhibidor
dependiente de la proteina Z. Recientemente se ha identificado un nuevo
marcador genético que incrementa el riesgo de TVP, la mutacidon puntual en la
posicion 1277 de la region aminoterminal del inhibidor dependiente de la
proteina Z (G1277A). (Gonzélez Porras et al., 2008).

Dada la clara implicacion de los niveles de los factores de la

coagulacion en el aumento de riesgo trombotico, la identificacion de los
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factores genéticos que determinan estos niveles constituye una de las grandes
lineas de investigacion en el campo de la enfermedad tromboembdlica. (Soria et
al., 2005). En la actualidad, gracias a los estudios integrales del genoma, dispo-
nemos de informacion sobre regiones del genoma que contienen genes que
determinan la variabilidad de diversos componentes de la coagulacion. (Tabla
2). Incluso en algunos casos se conoce qué gen y qué variantes alélicas del gen
son la causa de esta variabilidad asi como su posible implicacion en la
enfermedad tromboembolica. Sin embargo, en otros casos, ain queda un largo
recorrido para identificar muchos de estos factores genéticos. (Soria et al.,
2005). Por ello, el gran reto actual de los investigadores es la identificacion de
nuevos factores genéticos que contribuyan a la variacidon interindividual del

riesgo trombdtico.
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Tabla 2. Resultados del analisis de todo el genoma basados en ligamiento

genético (genome-wide linkage studies) en el ambito de la enfermedad

tromboembdlica. (Soria JM., 2009)

Fenotipo Cromosoma Gen
F II-trombosis 11pl1 F2

F XII-trombosis 5q35 F12

F XII 10p13 ?
Proteina S libre 1932 C4BP
APCR/VIII trombosis 18pl1 ?
Factor von Willebrand 9p34 ABO
Proteina C 16 NQOI1
Fibrindgeno 12 TCF1
Fibrinogeno 14 ?
Factor VII 13 F7
TFPI 2 TFPI
TAFI 13 CPB2
F VIII 5/11 ?
Trombosis 10p12 ?
Trombosis 18pl11.2 ?
Trombosis 11923 ?

?: Gen candidato desconocido.
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Tabla 3. Prevalencia de las alteraciones de la coagulacion asociadas a riesgo

tromboembodlico. (Soria JM. 2009)

Factor de riesgo Poblacién Pacientes con
General, % Trombofilia, %

Deficiencia de AT 0,02 1-3

Deficiencia de PS 0,1-0,5 3-5

Deficiencia de PC 0,03-0,13 0,5-8

Factor V de Leiden 1-15 10-50

G20210A 2-6 6-18

Altas concentraciones de FVIII* 11 25

Altas concentraciones de FIX" 3 7,5

Altas concentraciones de FXI® 10 19

“150 TU/dL.

®> percentil 90.

> percentil 90.
1.2.4. Trombofilias adquiridas.

Se pueden definir como un estado de hipercoagulabilidad asociado
con un incremento del riesgo trombotico. Existen diversas causas siendo la mas
comun el Sindrome Antifosfolipido, también llamado Sindrome de Hughes.
Entre las restantes causas se encuentran la Hiperhomocisteinemia adquirida que

se deberia a déficit de vitamina Blz’ B6, o acido fdlico; los Sindromes

mieloproliferativos que se asocian con frecuencia a eventos tromboticos

(principalmente Trombocitemia Esencial) y por ultimo las neoplasias.
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1.2.4.1. Sindrome antifosfolipido.

El sindrome de anticuerpos antifosfolipido (aPL) es en trastorno
adquirido por el que se producen trombosis vasculares o abortos recurrentes en
pacientes que presentan anticuerpos antifosfolipido o proteinas cofactores de
receptores de fosfolipidos. La presencia de estos anticuerpos se detecta
mediante inmunoanalisis empleando una fase sélida de fosfolipidos y cofactores
proteinicos como desencadenantes, o analisis de coagulacion que muestren la
inhibicion de las reacciones de la coagulacion que dependen de los fosfolipidos,
conocidas como fenomeno anticoagulante lGpico (LA). El sindrome fue
descrito como una entidad distinta en 1985 como sindrome anticardiolipina
(aCL) por Hughes y fue denominado posteriormente sindrome antifosfolipido
(aPL). (Harris et al., 1987).

El trastorno se considera primario si no se asocia con otras
enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico, y secundario
si se asocia con otras entidades, no pareciendo haber diferencias entre las
formas secundarias y primarias en la presentacion y evolucion de la trombosis.

(Krnic Barrie et al., 1997).

1.2.5. Trombofilia y embarazo.

La trombofilia es causa de pérdida del feto asi como de otras
complicaciones en el embarazo, las mas frecuentes debidas a trombosis de la
vasculatura placentaria. (Greer., 1999; Bates., 2010). Igualmente se pueden
producir partos prematuros (Kosar et al., 2011). Ademas el sindrome de
hipercoagulabilidad ha sido relacionado con la preeclampsia, el retraso del
crecimiento fetal y el infarto placentario. (Grandone et al., 1999; Benedetto et
al., 2010). La mayor parte de los estados trombofilicos hereditarios estin

relacionados con estos cuadros. El factor V de Leiden tiene una Odds Ratio
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(OR) para muerte fetal de 2-3, la deficiencia de proteina C tiene una OR de 2,3,
la deficiencia de proteina S de 3,3 y la deficiencia de antitrombina tiene una OR
de 5,2. Si estin combinados estos defectos la OR para muerte fetal se
incrementa hasta un 14,3, (James., 2009; Preston et al., 1999). La
Hiperhomocisteinemia se ha relacionado con abruptio placentae, infarto
placentario y prematuridad; ademas la forma homocigotica del defecto MTHFR
termolabil se ha asociado a complicaciones en el embarazo. (Brenner et al.,
2007; De Bries et al., 1997).

Cuando ocurre alguna complicacion en el embarazo, incluyendo
prematuridad, preeclampsia, abruptio placentae y retraso del crecimiento fetal,
el 52% de las mujeres estaban afectadas por trombofilia comparada con el 17%
de las mujeres con embarazos normales. (Kupferminc et al., 1999). Se deben,
por tanto, realizar estudios diagnosticos de trombofilia en todas las mujeres con
complicaciones recurrentes en la segunda mitad del embarazo, especialmente si
en futuros estudios se determinan los tratamientos (p. ej.; dosis bajas de
heparina de bajo peso molecular o aspirina) que pueden ser eficaces. (Sibai.

,1999).

1.2.6. Trombofilia y estrégenos: anticonceptivos orales y terapia hormonal

sustitutiva.

Los anticonceptivos orales incrementan el riesgo de trombosis en
mujeres con trombofilia hereditaria. (Pabinger et al., 1994; Veljkovic et al.,
2010; Blanco-Molina et al., 2010). Por ejemplo la OR para padecer trombosis
en mujeres con factor V de Leiden que emplean anticonceptivos de tercera
generacion se incrementa de 50 a 60 veces. (Kujovich., 2010). En numeros
absolutos esto representa un incremento del riesgo de 1/12.500 por afio sin
factor V de Leiden a 1/400 con factor V de Leiden. El riesgo asociado con la

ingesta de anticonceptivos orales es mayor en las mujeres que son
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homocigoéticas para el FVL. En estos casos el empleo de anticonceptivos
hormonales se debe hacer con mucha prudencia. No se deben recomendar los
anticonceptivos hormonales a mujeres que presentan deficiencia de
antitrombina, proteina C y proteina S. (Pabinger et al., 1994).

La cuestion de cuando emplear terapia hormonal sustitutoria en mujeres
con trombofilia hereditaria es un tema dificil. El riesgo relativo de trombosis
venosa con terapia con estrogenos en mujeres con se multiplica por 2 o por 4
respecto a mujeres que no utilizan la terapia hormonal. (Vandenbroucke JP.,
1996. Rossouw et al., 2002). En un estudio se determindé que las mujeres
heterocigotas para factor V de Leiden con terapia hormonal sustitutiva tienen 14
veces mas riesgo de trombosis que mujeres con la misma mutacion que no
emplean dicha terapia. (Herrington et al., 2002).

El empleo selectivo de antiestrégenos como el tamoxifeno o el
raloxifeno incrementa el riesgo de trombosis venosa. (Abramson et al., 2006;
Barrett-Connor et al., 2006). El riesgo de ETV en mujeres con factor V de
Leiden que usan moduladores selectivos se receptores estrogénicos (SERMs)
como el tamoxifeno es ligeramente mas elevado que el que tienen mujeres que

solo usan estos moduladores. (Duggan et al., 2003; Abramson et al., 2006).

1.3. DIAGNOSTICO DE TROMBOFILIAS.

1.3.1. Pruebas en el Laboratorio General.

Los analisis moleculares en plasma se encuentran en la actualidad
ampliamente disponibles para el diagnostico de los estados de
hipercoagulabilidad hereditaria mas frecuentes. (Tabla 4). Mas del 50% de los
pacientes que presentan un primer episodio de trombosis venosa profunda
(TVP) presentaran una prueba de laboratorio alterada que sugiera un defecto

trombofilico. Los que presentan tromboembolismo recurrente o una historia
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familiar de trombosis es mas probable que presenten trombofilia, por ello se
deben estudiar pacientes con historia de tromboembolismo y sus familiares en
primer grado, ya que si estos fueran portadores deberian someterse a profilaxis
tromboembodlica en situaciones de riesgo como es una intervencion quirurgica o
una inmovilizacidén prolongada. Se les debe pedir en principio las siguientes
pruebas:
Pruebas generales: Hemograma completo con frotis y reticulocitos,
bioquimica sérica con funcién renal, hepatica, LDH, orina y sedimento.
Pruebas de escrutinio: Tiempo de Protrombina (TP), Tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA), Tiempo de Trombina (TT),
Fibrin6geno.
e Tiempo de Trombina: Permite la identificacion de
disfibrinogenemia y la contaminacién con heparina.
e Tiempo de Protrombina: Es 1til en la identificaciéon de valores
bajos de proteina C y proteina S.
e Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada: Identifica Ia
presencia de anticoagulante ltipico aunque no es especifico.
Pruebas que determinan el estado hipercoagulable: El Dimero D es un
marcador de hipercoagulabilidad muy sensible pero poco especifico. Al ser un
producto de la degradacion de la fibrina, se halla en la circulacion sanguinea
tras la lisis de la misma. Un resultado negativo del Dimero-D en pacientes con
bajo riesgo de TVP (trombosis venosa profunda) permite descartar la trombosis
sin necesidad de recurrir a otras técnicas.
Pruebas especificas: Una vez establecido el diagndstico se debe realizar un
estudio completo en busca de las causas que han provocado ese estado
hipercoagulable. Se debe realizar en primer lugar el estudio de las magnitudes
que se asocian con mayor frecuencia a la trombosis. El perfil tiene que
comenzar con la determinacién de la resistencia a la Proteina C activada (RPCa)

seguido de determinacion funcional de Antitrombina III, Proteina C, Proteina S,
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Anticoagulante lupico y anticuerpos anticardiolipinas IgG e IgM, homocisteina
y plasmindgeno. Asimismo es importante determinar la actividad del factor VIII
y la concentracion de fibrinogeno.

Si la homocisteina estuviera elevada deberia realizarse el estudio
genético de la MTHFR para determinar la mutacion C677T.

Si la prueba de la resistencia a la proteina C activada resultase
alterada, el siguiente paso seria la confirmacion de la mutacion del gen del
factor V (factor V Leiden) por biologia molecular.

En caso de hiperprotrombinemia debido a una mutacion del gen de la

protrombina, ésta debe determinarse por biologia molecular.

Tabla 4. Principales pruebas de laboratorio para el diagnostico de trombofilia

hereditaria.

Pruebas de laboratorio para evaluar

la trombofilia hereditaria
Resistencia a la PCA Actividad antitrombina
Factor V de Leiden Actividad de la proteina C
Mutacion del gen de la Actividad de la proteina S
Protrombina G20210A
Homocisteina en plasma Fibrinogeno
Factor VIII Tiempo de trombina diluido
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1.3.2. Diagnostico molecular de trombofilias.

Como se ha dicho, la trombofilia puede ser definida como un desorden
en la coagulacion que predispone hacia la trombosis. La trombofilia puede
deberse a causas adquiridas o genéticas o inherentes. La identificacion de las
bases genéticas de estas causas inherentes de trombofilia marco el comienzo de
una nueva forma de pensar sobre la trombosis y sobre la importancia de sus
componentes genéticos. (League et al., 2005). El interés por las bases genéticas
de la enfermedad tromboembodlica venosa (ETV) se acelerd6 con los
descubrimientos del Factor V de Leiden, la Protrombina G20210A y la MTHFR
C677T. Estos polimorfismos de un nucleotido (SNPs) (Single Nucleotide
Polymorphisms) y otras variantes genéticas asociadas con la ETV se han
convertido en partes fundamentales en el diagnostico de la trombofilia
hereditaria. Debido al gran volumen de pruebas genéticas existentes en la
actualidad y anticipandose a las futuras pruebas genéticas existe un enorme
empuje para desarrollar nuevos métodos de genotipado seguramente diferentes
de los hasta ahora utilizados en el entorno clinico y de laboratorio. La
identificacion de nuevas variantes genéticas que puedan afectar directa o
indirectamente a la coagulacion o a la anticoagulacion supondra un gran avance
para la comprension y el manejo clinico de las trombofilias. (League et al.,
2005).

Puede identificarse una predisposicion genética entre un 60% y un 70%
de los pacientes con ETV. (Buchanan et al, 2003). Existen trastornos
autosémicos dominantes asociados a las deficiencias de proteina C, proteina S y
antitrombina, pero también se han descrito numerosos trastornos autosémicos
recesivos que afectan al factor VII, al fibrindgeno o a la trombomodulina. Sélo
en el gen de la proteina C se han identificado mas de 160 variaciones genéticas.

Sin embargo el cambio de un solo nucledtido (SNPs) de lugar a una

mutacion en la que dicho cambio tiene importantes consecuencias causando, en
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muchos casos, trombofilia . Aunque la lista de SNPs asociados a ETV no deja
de crecer nos centraremos en aquellas mas implicadas clinicamente en las
trombofilias por ser las mas comunes en Espafia: Factor V de Leiden,
Protrombina G20210A, MTHFR C677T y Factor XII C46T. Aunque existen
numerosos métodos para identificar estas mutaciones lo mas comun es aislar
ADN genomico, emplear la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para
conseguir una amplificacion, emplear enzimas de restriccion para el analisis de

fragmentos y determinar las mutaciones pertinentes. (Ver Material y Métodos).

1.4. EL FUTURO DE LA TROMBOFILIA.

La trombofilia es una enfermedad multifactorial compleja, en la que
multiples interacciones entre factores genéticos y ambientales contribuyen al
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, pese a los grandes esfuerzos
invertidos en la ultima década en el estudio de la enfermedad trombdtica, los
conocimientos sobre la base molecular de esta afeccion son escasos y solo se
conocen seis o siete factores genéticos que incrementan el riesgo de trombosis.
Estos defectos genéticos solo explican una pequeiia parte de los casos de
trombofilia hereditaria. (Soria., 2009). Ademas, es improbable que estos
defectos genéticos conocidos, con sus bajas frecuencias en la poblacion,
constituyan la influencia genética primaria del riesgo de que se desencadene un
efecto trombotico. El gran reto actual es la identificacion por parte de los
investigadores de nuevos factores genéticos que contribuyan a la variacion
interindividual del riesgo trombdtico.

La perspectiva futura es generar una lista de todos los factores genéticos
que contribuyen a los eventos tromboticos. Este conocimiento ayudara a disefiar
estrategias de tratamiento y prevencion a medida del perfil genético del

individuo. (Holzman et al., 2000).
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Actualmente con la automatizacion de los métodos de genotipificacion
de marcadores genéticos y secuenciacion de ADN, con la informacion
proporcionada por el proyecto Genoma Humano, junto con el gran avance de la
estadistica genética y del poder de calculo que proporciona la informatica
moderna se dispone de las herramientas necesarias y se esta en las condiciones
de abordar con éxito el reto que supone el estudio de la base genética que
subyace a la enfermedad tromboembolica. (Soria., 2009). La identificacion de
los nuevos factores genéticos y el estudio de su mecanismo fisiopatologico
constituyen un paso fundamental en la comprension de las bases moleculares de
la trombosis lo que conlleva, a su vez, ventajas asistenciales muy claras como el
mejorar la estrategia preventiva y terapéutica en los pacientes frente a
situaciones de riesgo y episodios tromboticos futuros asi como el poder
identificar familiares afectos, la mayoria de ellos asintomaticos, que de otra

forma no se beneficiarian de esta prevencion.
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I1. Justificacion y Objetivos.

I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La enfermedad tromboembodlica venosa (ETV) es una entidad
extraordinariamente comun en la mayoria de las especialidades médicas y
quirurgicas. En los paises desarrollados, la trombosis —considerando las venosas
y las arteriales— es la primera causa de mortalidad de los adultos, superando en
mas de tres veces la mortalidad producida por enfermedades neoplasicas.

La incidencia anual de la ETV es, aproximadamente, de 1-3 casos por
cada 1.000 personas, pero crece exponencialmente con la edad: de menos de 5
casos anuales por cada 100.000 nifios en la infancia, pasa a mas de 400 casos
anuales por cada 10.000 personas en adultos mayores de 80 afios.

En la actualidad se admite que la trombofilia es una enfermedad
multifactorial (interaccion de factores genéticos y ambientales) y compleja, en
la que la suma de multiples genes -y, cada uno de ellos, con un efecto variable
con el ambiente— determinan en cada individuo un grado de susceptibilidad a la
trombosis. Es por ello que resulta fundamental el poder identificar cuales son

estos factores genéticos que predisponen a la trombosis.

Por ello nos planteamos el siguiente objetivo general:

Desarrollo y puesta a punto de un método nuevo basado en la reaccion
de extension de una Unica base para la determinacién simultanea (multiplex) de
una manera simple, rapida y con una alta discriminacion de las mutaciones mas
comunes en Espafia asociadas con la trombofilia (G20210A en el gen de la
Protrombina, G1691A en el gen del Factor V, C677T en el gen de la enzima
Metilentetrahidrofolatorreductasa y C46T en el gen del Factor XII) usando la

electroforesis capilar junto con la deteccion fluorescente para el diagndstico
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molecular tanto en pacientes con episodios tromboticos anteriores como en

personas en riesgo de padecerlos.

Con este fin, el trabajo de investigacion presente se ha desarrollado

en base a los siguientes objetivos especificos:

1. Disefio de oligonucledtidos especificos y analisis de las

mutaciones relacionadas con la trombofilia mediante la
incorporacion especifica por PCR, en el punto exacto de la
mutacion, de ddNTPs.

Andlisis de los productos amplificados mediante electroforesis
capilar y deteccion fluorescente.

Estudio de las frecuencias de presentacion de las mutaciones en
1499 pacientes.

Relacion entre los distintos genotipos encontrados y las pruebas
de laboratorio correspondientes al “Estudio de Trombofilia” en

931 de estos pacientes.
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I1. Material y Métodos.

I1l. MATERIAL Y METODOS.

111.1. PACIENTES.

En el presente estudio hemos analizado 1499 muestras de sangre de
pacientes remitidos por el Servicio de Hematologia del Hospital Universitario
San Cecilio de Granada entre octubre de 2007 y julio de 2010 con sospecha de

trombofilia en base a los siguientes criterios:
Trombosis arterial y/o venosa previa.
Tromboembolismo pulmonar anterior.

Abortos de repeticion.

Estudios familiares. (Antecedentes tromboticos).

El estudio genético fue realizado con el consentimiento informado de

cada uno de los pacientes.

I11.2. EXTRACCION DEL DNA.

El DNA genémico fue extraido a partir de los leucocitos de 200 pL de
sangre periférica en el extractor automatico de DNA “QUIAcube” de Izasa
segun lo especificado por dicha casa comercial y atendiendo al siguiente

protocolo:
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PROTOCOLO EXTRACCION DNA QUIAcube:

Mientras se homogeniza la sangre, numerar:
Tubos 1.5 ml con el nimero de cada muestra.

Ponerlos en la columna.

En un tubo 2 ml de rosca: afiadir 200 pL de sangre por cada muestra.

Afadir la proteasa, en tubo 1.5 ml, de acuerdo al nimero de muestras:

2 muestras_68 pL proteasa
3 muestras 90 pL proteasa
4 muestras_111 pL proteasa
5 muestras 133 pL proteasa

6 muestras 155 pL proteasa

7 muestras_176 uL proteasa
8 muestras 198 pL proteasa
9 muestras 219 pL proteasa
10 muestras 241 pL proteasa

12 muestras 284 pL proteasa

En el caso de procesar una u once muestras se pondra un blanco con

agua para equilibrar y sera una muestra mas.

Colocar el tubo con la proteasa en la posicion A del QUIAcube,

introducir la tapa del tubo en la ranura correspondiente.
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Colocacion de los tubos en el rotor adaptador Y del extractor

QUIAcube.

Se comprueban los niveles de buffer y se rellena si es necesario. Hay
que cambiar el agua desionizada y autoclavada cada vez que se procesen nuevas

muestras.

Se colocan simuladores de silicona al lado de cada tubo de rosca.

Se selecciona el protocolo “dna 200 pl elution” en la pantalla del
aparato y se siguen las instrucciones.

Figura 6. Extractor de DNA QUIAcube.

111.2.1. Cuantificacion del DNA extraido.

La cuantificacién de DNA se realizé midiendo la absorbancia (A) a una
longitud de onda de 260 nm en un espectrofotometro UV (Jenway-Genova).
Una unidad de absorbancia equivale, aproximadamente, a 50 ng/pL de DNA de

doble hebra. Para determinar la pureza del DNA se calcul6 la relacion entre la
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absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm (Aye/Azs0) que debe estar

entre 1.7 y 1.9. Si es menor indica contaminacion por proteinas.

il
- .-

Ga=s o

Figura 7. Espectrofotometro Jenway-Genova

I11.3. ANALISIS DE LAS MUTACIONES EN LOS GENES DE LA PT,
FV, MTHFR Y FXII.

111.3.1. Obtencidén de los amplicones para la deteccion de las mutaciones de
los genes de la Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor XII.

111.3.1.2. Protrombina.

Se utilizo la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
que consiste en la amplificacion de una region del DNA de tamafio y secuencia
especificos (Mullis et al., 1986). Se utilizaron dos cebadores sintéticos de 20 y
26 nucledtidos (nt), complementarios a las zonas laterales que queriamos

amplificar. La secuencia de cebadores se disefid de tal forma que evitara la
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formacion de hibridos, de estructuras secundarias y con una distribucion

equilibrada de bases.

PROTROMBINA (G20210A) Extremo no codificante 3" (11pl1) 14

exones
Secuencia de los cebadores:
Directo (D): 5"CTGGAACCAATCCCGTGAAA 3" 59°C/50% 20 nt

Indirecto (I): 5" CCAGTAGTATTACTGGCTCTTCCTGA 3°  58°C/ 46% 26

nt

Amplicon: 143 nt donde se localiza la mutacidon a determinar consistente en el

cambio de una guanina (G) por una adenina (A) en la posicion 20210.
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TCCCGAGTAGCTGGGACTCCAGGCATGTGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTTGTAGAGA
GAGGGTTTTGCCATATTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTGCTGAGCTCAAGTGATCCACCC
GGCTTGGGCATGAGCCACCTCCCCTGGTCTGGTCCAACTTTTTAAAAGCATTATTCTGC
CTGTTGGGTGGAGAATAGACTGTAGGTGGGCAAAGAATGAAGGAAACTAGTGGGTTCAG
GAGCTCGAGCTAGAAGTGGTGAGAAGGGTTTGGATTTGGGGTCTATGCTGAAGGTAGAG
CCGACAAGATTTGCTAGGATTGGATGGGTAGGGTGAGGAAGTGGGGACAGCAAGAATGA
CTGGAGGGGTAAGTGGACTCTCACCAGCTGTGTCTCGTGAAGGGGCGTGGCTGGGCTAT
GAGCTATGCTCCTGAGCACAGACGGCTGTTCTCTTTCAAGGTTACAAGCCTGATGAAGG
GAAACGAGGGGATGCCTGTGAAGGTGACAGTGGGGGACCCTTTGTCATGAAGGTAAGCT
TCTCTAAAGCCCAGGGCCTGGTGAACACATCTTCTGGGGGTGGGGAGAAACTCTAGTAT
CTAGAAACAGTTGCCTGGCAGGGGAATACTGATGTGACCTTGAACTTGACTCTATTGGA
AACCTCATCTTTCTTCTTCAGAGCCCCTTTAACAACCGCTGGTATCAAATGGGCATCGT
CTCATGGGGTGAAGGCTGTGACCGGGATGGGAAATATGGCTTCTACACACATGTGTTCC
GCCTGAAGAAGTGGATACAGAAGGTCATTGATCAGTTTGGAGAGTAGGGGGCCACTCAT
ATTCTGGGCTCCTGGAACCAATCCCGTGAAAGAATTATTTTTGTGTTTCTAAAACTATG
GTTCCCAATAAAAGTGACTCTCAGCCHEEIOAAIEONOOOABIEC TATTCATGGGCAG
CTCTCTGGGCTCAGGAAGAGCCAGTAATACTACTGGATAAAGAAGACTTAAGAATCCAC
CACCTGGTGCACGCTGGTAGTCCGAGCACTCGGGAGGCTGAGGTGGGAGGAT

Figura 8. Region del gen de la PT (FII) donde se encuentran las mutaciones
analizadas. Las zonas en verde corresponden a la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados para la obtencion del amplicon y sombreado en rojo

la del oligonucledtido que detecta la mutacion. En rojo, la mutacion

111.3.1.3. Factor V.

Se utilizaron dos cebadores sintéticos de 20 y 25 nucleotidos,
complementarios a las zonas laterales que queriamos amplificar. La secuencia
de cebadores se disefid de tal forma que evitara la formacidén de hibridos, de

estructuras secundarias y con una distribucion equilibrada de bases.
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FACTOR V LEIDEN (G1691A) Ex6n 10 de 25 (1q23)

Secuencia de los cebadores:

FVLD: 5" TGAGAGACATCGCCTCTGGG 3’ 60°C / 60% 20 nt
FVLI: 5 CCAGGAGACCTAACATGTTCTAGCC 3’ 60°C / 52% 25 nt

Amplicén: 150 nt donde se localiza la mutacidon a determinar consistente en el

cambio de una guanina (G) por una adenina (A) en la posicion 1691.

GGGGGTGGGGGGCGGGGGGAGGGATAGCATTAGGAGATATACCTAATGTTAATGACAAG
TTAATGGGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTT
GTGCACATGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTC
CTTTTGCAATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAAT
AACTTTGCAAATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATG
ATCAGAGCAGTTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGA
TGAACCCACAGAAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACA
TCATGAGAGACATCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAG

AAGGAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAG
AATTTCTTCTGGCTAGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCA
AGAGAACAGTAATTGTCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTT
TTTTTTTTTTGTCTTGTCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAG
TGTGATAACATATTTTGTCTTAGTTTCAAATTCCAGGTCTGTTGGTATTGGATGTGTTG
AGCAAGTTGATTAGCCTTTCCTAATTTCTTCCTTTTATCAAATGGGTAATAACCCTCCT
AAAAATGTTACAGGTCTGTTTGGGGGTTCAGTGAGATACCATCTGGTAAAAGTATAAAG
CTCTTTACCAGTCTTTGCTATTTTTAGAGACCTGCAATAGGGAGACAGAGGAGAGATTC
TCTGAAAGCAACCAAATTTAGAGACATAGTTCCTAGTGAAATTGGACCCAGATTATGGC
CCATCTCTGTTGAGACTAAAGTATACAGAAGAATGTGAACAAAGATACTGAATTTCTGA
GTTTGTCTTCATTGAAGAATTGTAGTCTCATATTATTAAACTAAAATTCCCAATTATGC
TAAACTGTAACCAAAGAGGTCTTATCTCAAGGCATACAAAATAAACATATGCCTAGAAA
AAGCAGAAAT

Figura 9. Region del gen del gen del Factor V donde se encuentran las
mutaciones analizadas. Las zonas en verde corresponden a la secuencia de
oligonucledtidos utilizados para la obtencion del amplicén y sombreado en rojo

la del oligonucleodtido que detecta la mutacion. En rojo, la mutacion.
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111.3.1.4. MTHFR.

Se utilizaron dos cebadores sintéticos de 21 y 23 nucleotidos,
complementarios a las zonas laterales que queriamos amplificar. La secuencia
de cebadores se disefi¢ de tal forma que evitara la formacion de hibridos, de

estructuras secundarias y con una distribucién equilibrada de bases.

METILENTETRAHIDROFOLATOREDUCTASA (C677T: V-A) Exén 4
1p36.3

MTHFRD: 5" GAGCTTTGAGGCTGACCTGAA 3’ 58°C/52% 21 nt
MTHEFRI: 5" ATGTGTCAGCCTCAAAGAAAAGC 3’ 59°C/43% 23 nt

Amplicon: 92 nt donde se localiza la mutacién a determinar consistente en el

cambio de una citosina (C) por una timina (T) en la posicién 677.

CTCAAGGCAGGACAGTGTGGGAGTTTGGAGCAATCCACCCCCACTCTTGGAACTGGGCT
CTGAGCCACCTCCCCTGAGAGTCATCTCTGGGGTCAGAAGCATATCAGTCATGAGCCCA
GCCACTCACTGTTTTAGTTCAGGCTGTGCTGTGCTGTTGGAAGGTGCAAGATCAGAGCC
CCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGTCCCTGTGGTCTCTTCATCCCTCGCCTTGAA
CAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACCCCAAAGGCCA
CCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAG
BABCCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTG
AAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCA
GGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCT
CGCACAGGCTGGGGGCTCTGGGTGGAGTGCTGAGTTCGCTGAGTTCTTCCCAGATCTCC
TCTCAGGTCCAGAACTTGCACAGCGTTGCTTGGCCACCCCATTTTGGTTACCTCTAATT
TTCCCCCCAAAACCCAGCAACAGTGTCTGTTGAGGGGTTTGTTGTACTTTGGCCAACAA
GCATCACCAAAAGGGATTCTAATTCTCATTACAAATCCTGCTTAAATCAGTGTTTCCCA
AAGGTGGCTGTCATCAGAACCACTTGATAAGCTTTTTCAAAAAGTGGATCTCCAGGTCC
CACCCCTGGAGGTTCTCACTCAGTAAATCTGAGGGAGGTCCTCGGAATGTGTGTTTTAC
TTCTTGAGCTTGGCAGGTGATTCGGATGATCAGTGCAGCATGGGAACAGCTGGGTTAGA
TGACACCATGTTACCAACAGACACATCTAGGGCTAAAAGGCTGGCTCAACCCAAGGCTG
GAATGCTTAGGGCAGCTGCTCTACTCTGTAAAAAGTGGGAAAGCTGGGCATAGTGGCAC
GTGCCTGTAGTCCCGGCTACTTGAGAAGCTGAGGCAGGAGGATGGCTTGAGCCCTGGC

Figura 10. Region del gen del gen de la MTHFR donde se encuentran las
mutaciones analizadas. Las zonas en verde corresponden a la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados para la obtencion del amplicon y sombreado en rojo

la del oligonucledtido que detecta la mutacion. En rojo, la mutacion.

90 Mercedes Zafra Ceres



I1. Material y Métodos.

111.3.1.5. Factor XII.

Se utilizaron dos cebadores sintéticos de 20 nucledtidos cada uno,

complementarios a las zonas laterales que queriamos amplificar. La secuencia

de cebadores se disefid de tal forma que evitara la formacidon de hibridos, de

estructuras secundarias y con una distribucion equilibrada de bases.

FACTOR XII (C46T) 5933
FXIID: 5 GATAGGCAGCTGGACCAACG 3 599C / 60% 20 nt

FXII'l: 5° GCTCATGG CTGTGATAGCGA 3’ 599C / 55% 20 nt

Amplicon: 153 nt donde se localiza la mutacion a determinar consistente en el

cambio de una citosina (C) por una timina (T) en la posicion 46.
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CTATTGATCTGGACTCCTGGATAGGCAGCTGGACCAACGGACGGAC
BEBIECTCCTGGGGTTCCTGCTGGTGAGCTTGGAGTCAACACTTTCGGTGAGTGCTGTG
GGAACCAGGATTGTCCCAGGATTGTTCTGGGGGGTCGCTATCACAGCCATGAGCCATGG
CCTCTGCTCATGACCTGTGGGTCCAGGTGACTAGGAGGCCTATGTGGAAAGGTGAGGCC
AGCCCGGAAGGCCCAGGCAGAGGAGACAGACAACCAGACTGGGTGGATACAAGGGCACA
GCCTGCATTTCTGGGGGAGATGGGCCTTAAGAAGACAACGGGGGGAGGTAGAAAGGGTT
TGGGTCTTGGGAAGAAATCTCTGCATTTCTGGGCTGTGAGAGGAAGCTGCAGACTAGCA
ACAGATCGGTGGCAGGCTATGACTTATAGTCAGTTCCCTGCCTTCTTCTCTCCCTTGTA
GATTCCACCTTGGGAAGCCCCCAAGGAGCATAAGTACAAAGCTGAAGAGCACACAGTCG
GTAAGTGGCCTGGCTCCTCCTCCCGGGAACCCTTGGGTGGGGATGTGTATGGTGCAGTG
TGTGCAGTCTCAGGGCAGTCTAGTCTAGTGCCTACCTGGTGCTAGGTCTTATGCCCATG
GGCACTAGAGTGATCGTGAGCTGTGTGATCCTTGAGGGCAGGGTATGGGCTGTGTCTAA
GTGCCCACGAGCCTGGCTCGGAGCAGGTGCTTGAGATATGTGCTGCTGGCGCCATCACA
CCTGGGCTCCTGCCAGCCTTCCTCAGTTTCCCCAGCTTCTCCCCTTCTTTTCCTTTCCC
CAGTACGTCTCATGGGCATCATTCATGCCACACAGAGGCCAGGGCCTTCAATGGGCAAG
GAAGGATCAAGAGCTTGTCTCTGGCATCTGAATGCCTCTGAAGCCCAGCTTTATCACTT
ATGAGCTGGGTGACTCTGGGCGAGGGATTTGAGTTCTCCAAGCTTCAATTTCCCCTTCT
GTGAAACCAGGTTGATAACAGTAAACCTCTTAGGGTTGTTGAGAAGGGAAACCCATGTG
AGGTATTCAGCCCATCACCTGGTGCATGGAAATGCTTTACAAATATTAGCTTTTATTAT
GAAACTACCTTTTAGATGAAGGGTACCTGCCATTTCCCCCTTCCTCAAGCTCTGCCATA
GCTCCCCATT

Figura 11. Region del gen del gen del Factor XII donde se encuentran las
mutaciones analizadas. Las zonas en verde corresponden a la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados para la obtencion del amplicon y sombreado en rojo

la del oligonucledtido que detecta la mutacion. En rojo, la mutacion.
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111.3.2. Procedimiento para la amplificacion de los amplicones donde se
localizan las mutaciones a detectar en los genes de la protrombina, Factor
V, MTHFR y Factor XII.

Reactivos:

e Agua desionizada estéril.

e Tubos de 200 pL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).

e dNTPs 10 mM cada uno (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

e 2 cebadores de 40 uM (Applied Biosystems) cada uno.

e 10X PCR Buffer II (Applied Biosystems). (AB).

e MgCl,25nM (Applied Biosystems).

e Termociclador GeneAmp PCR system 2400- Applied Biosystems.

Técnica:

Con el fin de poner a punto la reacciéon de amplificacion se estudidé un
rango de valores para los siguientes parametros de la mezcla de reaccion por

separado:

= Concentracion minima de DNA: 25, 50 y100 ng.

= Concentracion de los cebadores: 0.1y 0.2 uM.

Para la primera PCR se realizo la siguiente mezcla para un volumen

final de 25 pL que se centrifug6 a 5000 r.p.m. durante 30 segundos:

o Buffer 10X......cooviiiiiii 2.5uL
® MgEChhiiiii 1.5 uL
o ANTP2S5mM....oooiiiiiiiiiiiiee 2.5ulL
e TAQ GOLD DNA Polymerase (AB)............ 0.3 uL
e PRIMERI125uM....cccviiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 4 uL

o DNA. 100 ng
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o HyO. i c.s.p. 25 uL

Por otro lado se realizé la puesta a punto de los parametros técnicos

optimos para el desarrollo de la amplificacion. En este sentido se estudio:

e Temperatura de hibridacion: 50, 55, 58, 59 y 60°C.
e Ciclos: 30, 35 y 40 ciclos.

La amplificacion se llevo a cabo en un Termociclador Gene Amp PCR

Systems 2400 (Applied Biosystems).

Figura 12. Termociclador Gene Amp PCR Systems 2400.

Se llevaron a cabo distintos programas de amplificacion utilizando
diferentes concentraciones de ADN (25, 50 y 100 ng), distintas concentraciones
de cebadores a diferentes temperaturas de hibridacion (50, 55, 58, 59 y 60°C).
Para todos los casos se us6 una temperatura inicial de desnaturalizacion de 95°C

durante 10 minutos y una temperatura de extension de 72°C durante 2 minutos
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que se mantiene una vez finalizados los ciclos (30, 35 y 40) durante 7 minutos.

Cada ciclo tenia una duracion de 30 segundos.

Las muestras obtenidas pueden ser procesadas inmediatamente o

conservadas a -20°C hasta su uso.

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis capilar y
deteccion fluorescente en un analizador genético ABI PRISM 310 de Applied

Biosystems siguiendo un protocolo que se detalla posteriormente.

111.3.3. Limpieza de los productos amplificados.

A continuacién se realizo la limpieza enzimatica del producto de
amplificacion. Para ello se cogen SpL de la mezcla de reaccion de la primera

PCR y se anade uno a uno:

e (.5 pL de Exonucleasa I.
e 2 pul de SAP.
e 2 uL de buffer 10X RX.

Se introduce esta mezcla en el Termociclador 60 minutos a 37 °C y

15segundos a 75 °C.

111.3.4. Deteccion SnaPShot.

Para esta segunda amplificacion las secuencias de los cebadores (Tabla
5) se disefiaron para evitar la formacioén de hibridos y estructuras secundarias.
Los cebadores fueron disefiados con tamafio suficientemente diferente
afladiéndole una cola de timinas y adeninas de 20 nt en el oligonucledtido que

detecta la mutacion de la protrombina, 10 nt en el del Factor V y 16 para el del

Mercedes Zafra Ceres 95



Il. Material y Métodos.

Factor XII, dando como resultado un nimero de nucleétidos totales de 39, 29,
19 y 34 nt para los oligonucleotidos que detectan las mutaciones PTG20210A,
FVG1691A, MTHFRC677T y FXIIC46T respectivamente para poder ser
analizados posteriormente, de un modo exacto ,en el analizador genético en una

reaccion multiplex de forma simultanea.

Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos usados para la deteccion SnaPShot

de las mutaciones PTG20210A, FVG1691A, MTHFRC677T y FXIIC46T.

Mutacién Secuencia del cebador

G20210A | SSTATATTTATTATTAATTATTCACTGGGAGCATTGAGGCT 3’

GI1691A | 5" TTATATATTAAGCAGATCCCTGGACAGGC 3’

C677T 5" GAGAAGGTGTCTGCGGGAG 3’

C46T 5" TTATTTAATTTATACAGCAGAGCCCTCATGGC 3’

Cada cebador se unird complementariamente al DNA en presencia de
ddNTPs (dideoxi NTPs) marcados fluorescentemente, [FJddNTPs. (Tabla 6). La

polimerasa s6lo extendera el producto de PCR en un solo nucleétido.

Tabla 6. Fluor6foros unidos a cada uno de los ddNTPs

ddNTP Fluoréforo Color analizado
A dR6G Verde
C dTAMRA™ Negro
G dR110 Azul
T DROX™ Rojo
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Reactivos:

v' Agua desionizada estéril.
Tubos de 200 pL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).
v' SNaPshot multiplex Ready Reaction Mix (ABI Prims®SNaPshot' " Kit,

<\

Applied Biosystems).
v 4 cebadores 0.2 uM cada uno.
v Termociclador GeneAmp PCR system 2400-Applied Biosystems.

Técnica:

Con el fin de poner a punto cada una de las reacciones de amplificacion
para cada ensayo (una para cada mutacion), se estudio la concentracion de los
cebadores en un rango de 0.2-0.4 uM. La reaccion de SNaPshot contenia en un

volumen final de 10 pL:

e 5 upuL de SNaPshot multiplex Ready Reaction Mix (ABI
Prims®SNaPshot™ Kit, Applied Biosystems).

e 1 pL del producto de la primera amplificacion.

e 1 pL de Primers (concentracion final de cebadores entre 0.2 a 0.4
uM).

e 3 uL de agua desionizada destilada.

Ademas se estudid la temperatura de hibridacion con un rango entre 55-
60°C con el siguiente programa de amplificacion: 10 minutos a 95°C, seguido
de 15 segundos a 95°C y a continuacién 59°C durante 1 minuto durante 30

ciclos.

Las muestras obtenidas pueden ser usadas inmediatamente o guardadas

a -20°C hasta su utilizacion.
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Con el fin de eliminar los [F]JddNTPs no incorporados, se trata el
producto de PCR con 1pL de SAP y 1 pL de buffer 10X RX sometiéndolo al
siguiente programa en el Termociclador: 60 minutos a 37°C seguido de 15

segundos a 75°C.

111.3.5. Electroforesis capilar y deteccion fluorescente.

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis capilar en

un analizador genético ABI PRISM® 310 de Applied Biosystem.
Reactivos:

» Agua desionizada estéril.

A\

Formamida desionizada (Hi Di"™ Applied Biosystem).
> Marcador de peso molecular (GeneScan®-120 [LIZ]™ Applied
Biosystem).

» Buffer con EDTA (ABI PRISM® 310 10X).

A\

POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4, Applied Biosystem).
Capilar de silice (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer Capillary de 47

Y

cm de longitud, 50um de diametro).

Jeringa 1 mL.

Dos viales de 4 mL para el buffer y el agua.

Gradilla con 48 pocillos.

Tubos de 0.5 mL (Genetic Analyzer Applied Biosystem).
Tapones (Applied Biosystem).

Microcentrifuga (Centrifuge 5410 eppendorf).

Termociclador (GeneAmp® PCR System 9600).

Analizador genético ABI PRISM® 310 de Applied Biosystem.

YV V. V V V V V VY
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111.3.5.1. Preparacion de los productos amplificados.

Previamente a la electroforesis se mezclaron en un tubo para ABI 310

de 0.5 mL:

1 uL del producto amplificado. (Mezcla de l1a 2* PCR limpia).

13.5 pL de formamida desionizada.

0.5 uL del marcador de pesos moleculares GeneScan®-120 [LIZ]™.

Se someta a vortex durante 15 segundos y se centrifuga a 5000r.p.m.

durante 30 segundos.

Las muestras se llevaron al termociclador a 95°C para su
desnaturalizacion durante 5 minutos e inmediatamente después se pusieron en

hielo hasta ser procesadas.

111.3.5.2. Preparacion del equipo.

Figura 13. Analizador genético ABI 310.
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Antes de inyectar las muestras en el analizador es necesario la puesta a

punto del mismo, para lo cual se llevaran a cabo los siguientes pasos:

1.

Establecer comunicacion entre el analizador y el ordenador. Para ello es
importante encender primero el ordenador y después el ABI PRISM.

Se abre el software de recogida de datos “ABI PRISM™ 310 Data
Collection”. Este programa recoge el dato crudo del analisis de los
fragmentos en cada carrera. El dato crudo es la fluorescencia detectada
por la camara CCD de los fragmentos marcados, separados en el capilar
por electroforesis y excitados por el laser al pasar por la ventana de

deteccion.

3. Colocar el bloque de metacrilato limpio y seco.

Figura 14. Interior del analizador genético ABI 310.

Colocar el capilar. Antes de su colocacion es necesario limpiar la
ventana del capilar con un papel empapado en etanol absoluto. Tras
limpiar la ventana se introduce el capilar en la valvula que lo conecta
con el bloque de metacrilato hasta llegar a la primera interseccion y se

aprieta bien la valvula; es importante no rebasar esta primera
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interseccion para que el polimero pueda penetrar en el capilar. A
continuacion se sitia la zona de lectura del capilar en la ventana del
laser, se introduce el otro extremo en la parte que contiene el electrodo
negativo o catodo y se desliza hasta que queden a la misma altura. Por
ultimo se sujeta el capilar con una cinta adhesiva contra la placa
térmica.

5. Establecer la posicion de la jeringa y el “autosampler”. Realizar la
calibracion del “autosampler”.

6. Preparar 15 mL de buffer 1X y llenar los viales de buffer del catodo y
del 4nodo hasta la marca.

7. Rellenar el capilar y el bloque de metacrilato con el polimero. El
polimero utilizado para el analisis de fragmentos es el POP-4 y debe
mantenerse entre 4 y 8°C. Media hora antes de su uso se saca del
frigorifico para que se atempere. Con la jeringa bien limpia se toma el
volumen de polimero necesario en funcion del niimero de muestras a
analizar, se enrosca bien para evitar la pérdida de polimero y se llenan
los conductos del bloque de metacrilato evitando la formacion de

burbujas de aire.

111.3.5.3. Programacion de las muestras.

111.3.5.3.1. Hoja de muestras (“sample sheet™).

Una vez abierto el programa ABI PRISM® 310 Collection se abre una
nueva hoja de muestras donde se introduciran los datos de cada muestra

(nimero de muestra y fecha de analisis) asi como su posicion en la gradilla. La
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primera posicion (Al) siempre se reservara para un test. A continuacion se
indicara que trabajaremos con cinco colores (Figura 15). Por ultimo se guarda la
hoja en su carpeta correspondiente y se procede a la realizacion de la lista de

inyeccion.

#3110 Data Collection Software - Version 3.0.0

B untitied-2

GeneScan Sample Sheet
¢ Sumple Mame |  Colleetion Mame | Color|Std | Sample Info | Comments |
A1 [TEST jmones | =

A

BT M1 487 enes

A5 [ET@I0IMT 487 “rones -
| Lo

=

ETEI03 M1 4-8-7 <rones -

&

[BT@104 M1 487 anone=

S . oal + | . f

Figura 15. Hoja de muestras “sample sheet”.

111.3.5.3.2. Lista de inyeccién.

En esta lista se incorpora la hoja de muestras creada (’sample sheet”).
En ella es posible modificar el orden de inyeccion de las muestras e incluso
repetir algunas de las muestras, cambiando algunos de los parametros como el
tiempo de inyeccion. La primera columna indica los datos de las muestras. La
segunda columna especifica el moédulo de analisis, el cual contiene las

funciones especificas ejecutadas para el proceso de analisis de las muestras.
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(Figura 10). Para nuestro caso el modulo seleccionado es el GS STR POP 4
(ImL) E5 y la matrizz GS_SNP_E 5 colores. Este modulo establece unas

condiciones de electroforesis que pueden ser modificadas:

» Voltaje y tiempo de inyeccion (para inyeccion electrocinética): ambos
parametros pueden ser variados para regular la cantidad de DNA que
entre en el capilar. Asi, en el caso de obtener una sefial débil en una
muestra, es posible aumentar el tiempo de inyeccion con el objetivo de
permitir que se inyecte mas cantidad de producto amplificado al capilar
y que aumente la sefial de fluorescencia. No obstante, un tiempo de
inyeccion excesivo puede originar una disminucion en la resolucion.
Teniendo en cuenta lo anterior, se estimo un tiempo de inyeccion de 5
segundos.

» Voltaje de electroforesis: el voltaje estandar es de 319 V/cm para
fragmentos analizados usando el polimero POP-4. Para un capilar de
47 cm esto supone un voltaje total de 15 KV y la corriente a este
voltaje es de 7-9 pA. Bajo estas condiciones electroforéticas el tiempo
necesario para que un fragmento de 400 pares de bases (pb) llegue a la
ventana de deteccion es de unos 25 minutos aproximadamente.

» Temperatura de electroforesis: para analisis de fragmentos esta
temperatura debe ser de 60°C.

» Tiempo de electroforesis: normalmente el tiempo de electroforesis
programado es un 10% superior a la media del tiempo necesario para
que se produzca la migracion del fragmento de mayor tamafio que nos
interese. Tras varios ensayos empleando distintos tiempos se estim6 un

tiempo de 24 minutos.
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Figura 16. Lista de inyeccion.

Antes de comenzar la inyeccion de las muestras se llevan a cabo dos

funciones en el analizador genético:

En primer lugar es necesario el relleno del capilar (“Seq fill capillary™)
con el polimero.

A continuacion se realizara el test de los cinco colores (“Test CCD 5-
Color”) cuya funcion es comprobar que la ventana del capilar esta
limpia y colocada correctamente. Este test tiene una duracion de cinco
minutos y en el debemos comprobar que la linea basal de los cinco
colores esta entre 800 y 2500 en escala vertical (intensidad de
fluorescencia). Si no es asi se procedera a limpiar el capilar y a repetir
el test hasta que salga entre los valores anteriormente indicados. (800-

2500).

Una vez completada la lista de inyeccion y habiéndose alcanzado la

temperatura de electroforesis se inicia el andlisis electroforético pulsando el

icono “run”.
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111.3.5.4. Andlisis de los resultados.

Los fragmentos obtenidos se analizaron con el filtro E y su matriz
correspondiente (matriz matematica que corrige el posible solapamiento
espectral de la emision fluorescente) GS_SNP_E Scolores. Para analizar los
resultados se utilizd el programa ABI PRISM® GeneScan v3.7.1 (Applied
Biosystem) para determinar con exactitud cada tamafio de pico. Esto es posible
gracias a la comparacion de la movilidad electroforética de cada producto de
amplificacion con la curva de calibracion creada con los fragmentos del

estandar analizados simultaneamente en cada muestra.
Para finalizar es muy importante seguir el siguiente orden:

1. Cerrar “Data Collection”.
2. Apagar ABI PRISM.
3. Apagar el ordenador.

111.4. PRUEBAS DE LABORATORIO.
111.4.1. Bateria de pruebas del estudio de trombofilia.

De los 1499 pacientes a los que se realizo el analisis genético de
trombofilias consistente en la determinacion de las mutaciones G20210A en el
gen de la protrombina, G1691A en el gen del Factor V, C677T en el gen de la
MTHFR y C46T en el gen del Factor XII, se recogieron los datos de laboratorio
de 931 de ellos correspondientes al “Estudio de Trombofilias” realizado en el
Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario San Cecilio de

Granada y consistente en 21 parametros que se citan a continuacion. (Tabla 7).
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Tabla 7. Perfil del “Estudio de Trombofilias”.

Prueba Valor de referencia
Actividad de protrombina (70-130) %
Tiempo de trombina (13-22) seg
INR (0.8-1.3)

Fibrinogeno (Clauss)

(180-400) mg/dL

Dimero D (0-234) ng/mL
Factor VIII (50-120) %
APTT (22-32) seg
ATIII funcional (80-120) %

Proteina C funcional

(50-130) %

Proteina S funcional

(50-130) %

VV Russel diluido Screan 0-1.2
Resistencia a la proteina C >2.04
Test de Exner Negativo
Homocisteina (5-15) pmol/L
TTPA-SP (ratio) 22-32
Plasmindgeno (76-126) %
Ac Anticardiolipina IgM (0-12)U.GPL
Ac Anticardiolipina IgG (0-12) U.GPL
Ac B-2 glucoproteina 1 IgM (0-7) U/mL
Ac B-2 glucoproteina 1 IgG (0-12) U/mL

A-2-Antiplasmina

(80-120) %
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111.4.2. Instrumentacién requerida.

Las pruebas de coagulacion: Actividad de protrombina, tiempo de
trombina, INR, Fibrin6geno, Dimero D, Factor VIII, APTT, ATIII funcional
Proteina C funcional, Proteina S funcional, VV Russel, resistencia a la proteina
C, Test de Exner, TTPA-SP, plasmindgeno y a-2-antiplasmina se llevaron a
cabo en el Coagulémetro ACL TOP, Modelo 3G, de IZASA segin las
instrucciones referidas por el fabricante. Para ello fue necesaria una muestra de

plasma con citrato.

La determinacion de los niveles de homocisteina se realizo en el aparato
INMUNOLITE 2000XPi (Immunoassay System) de SIEMENS siguiendo las
instrucciones referidas por el fabricante. Para ello fue necesaria una muestra de

sangre total con EDTA remitida en frio.

Las pruebas de anticuerpos: Ac Anticardiolipina IgM, Ac
Anticardiolipina IgG, Ac B-2 glucoproteina 1 IgM y Ac B-2 glucoproteina 1 IgG
se llevaron a cabo en el aparato de inmunologia INMUNOCAP 250 de
PHADIA AB segun las instrucciones referidas por el fabricante. Para ello fue

necesaria una muestra de suero.

111.5. METODO ESTADISTICO EMPLEADO.

El primer paso para la realizacion del tratamiento estadistico es la
creacion de una base de datos. En el caso de la presente Tesis se ha creado una
base de datos, utilizando el paquete de programas SPSS version 15.0, que también

se ha usado para realizar el tratamiento estadistico de los mismos.

Los procedimientos para analizar dichos datos han sido los siguientes:

Mercedes Zafra Ceres 107



Il. Material y Métodos.

111.5.1. Estadistica Descriptiva.

Para todas las variables cuantitativas continuas y discretas se ha empleado
en primer lugar el procedimiento de estadistica descriptiva (Procedimiento
Frecuencias) para hallar los parametros muestrales fundamentales: Media,
desviacion tipica, error estandar de la media, valores minimo y maximo
observados en la muestra asi como el niumero de casos sobre los que se han

realizado los calculos.

De igual manera mediante el procedimiento Medias dentro del Modulo de
Comparar medias se ha realizado el mismo procedimiento descriptivo hallando los
distintos parametros muestrales pero no de todos los sujetos, sino diversificando
por las mutaciones genéticas presentadas (NPM, HOM, HT) y sus combinaciones

para los distintos factores (Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor XII).

Para las variables cuantitativas discretas y las cualitativas se ha aplicado
el procedimiento Frecuencias que nos proporciona las tablas con las frecuencias
absolutas de aparicion de cada modalidad 6 valor de la variable considerada asi

como sus frecuencias relativas expresadas como porcentajes.

De igual modo mediante el modulo de graficos se representan las
distribuciones de frecuencias de dichas variables mediante los correspondientes
diagramas de barras y barras de error con las medias +/- el error estandar de la

media para cada una de las variables continuas en los distintos grupos analizados.
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111.5.2. Estadistica Inferencial.

Con el fin de realizar las comparaciones de los diferentes parametros
analizados con el procedimiento mas correcto posible se deben comprobar los
supuestos de normalidad e igualdad de varianzas y también si existe alguna

observacion extrema que pueda conducirnos a un resultado erréneo.

En primer lugar se ha aplicado para cada variable cuantitativa continua y
cada grupo los test de normalidad de Kolmogorov- Smirnov y Shapiro-Wilk,
dentro del médulo de EXPLORAR. Si dicho test nos da significativo indica que,
en la poblacion de la cual procede la muestra considerada, la variable estudiada no
sigue la distribuciéon normal. En estos casos aplicaremos transformaciones
apropiadas a los datos y si no se corrige la no normalidad y/o la heterogeneidad de
varianzas se utilizan procedimientos no paramétricos para estudiar las cuestiones

planteadas acerca de esas variables no normales.

Como nuestro interés se centra en la comparacion de las variables de
estudio medidas sobre todos los individuos de la muestra para saber si existen
diferencias entre los grupos establecidos por las distintas mutaciones realizamos
en caso de normalidad el Analisis de la Varianza (ANOVA). En dicho
procedimiento también se nos proporciona el test de Levene de comparacion de
Varianzas. En caso de varianzas desiguales se nos proporcionan los test robustos

de Welch y Brown-Forsythe que tienen en cuenta dichas desigualdades.

En caso de resultar significativo el ANOVA se realizan todas las
comparaciones por parejas utilizando los test Post-hoc para las comparaciones
multiples. En nuestro caso se ha utilizado el test de Bonferroni, por ser los tamafios
muestrales distintos) para el caso de varianzas iguales y el test de Tahmane para el

caso de varianzas distintas. En el ANOVA se nos proporciona los valores de la
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media, desviaciones tipicas muestrales y error estandar de la media en cada grupo,
asi como un intervalo de confianza(al 95%) para la media en cada poblacion y los

valores minimo y maximo observados en cada muestra.

Para las variables no normales se utiliza el correspondiente Test no
paramétrico de Kruskal-Wallis (para varias muestras independientes), basados en
la ordenacion de los datos de las muestras conjuntamente y en la asignacion de
rangos 6 nimeros de orden a cada una de las observaciones. Posteriormente se
comparan los rangos promedios de las distintas muestras. En caso de resultar
significativo nos indica que en alguna de las muestras (y por tanto en las
poblaciones de las que se han extraido esas muestras) se estan dando valores mas
altos o mas bajos que en el resto, por lo que se procede a realizar las
comparaciones multiples posteriores (con la correccion de Bonferroni) para

detectar que grupos pueden considerarse homogéneos y cuales difieren entre si.

Para realizar el test para comprobar si dos variables cualitativas estan

relacionadas entre si se aplica el test de independencia de la y > 6 en caso de no

verificarse las condiciones de validez por existir mas frecuencias esperadas

menores que cinco de las permitidas (maximo un 20%) el Test exacto de Fisher.

En general, para poder afirmar a un error global alfa del 0,05 en que
variables del total se presenta significacion se ha de aplicar la llamada
“penalizacion” de Bonferroni que consiste en dividir el error & por el nimero de
variables a comparar. Para que una comparacion sea significativa debera serlo para

a /k , siendo k el n°® de variables que se comparan.

En todos los test aplicados un resultado se considera significativo y por
tanto indicativo de que podemos concluir que existe diferencia entre ambas
poblaciones cuando el valor P( nivel de significacion) sea inferior 6 igual a 0,05,
(*) considerandose muy significativo cuando P sea menor que 0.01(**) y

altamente significativo si P es menor que 0,001(***). Cuando no hay significacion
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pero P esta comprendido entre 0,05 y 0,10 lo indicaremos como que existen
“indicios de significacion”. En estos casos la no significacion puede ser debida a

un insuficiente tamafio de muestra.
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1V. Resultados.

IV. RESULTADOS.

IV.1. ESTABLECIMIENTO DEL METODO DE ANALISIS DE LAS
MUTACIONES DE LOS GENES DE LA PT, FV, MTHFR Y FXII.

Con el fin de llevar a cabo el diagnéstico molecular de las mutaciones
en estos genes, hemos desarrollado y puesto a punto una nueva técnica basada
en la deteccion fluorescente y electroforesis capilar mediante un ensayo de
extensidn de una Unica base, que comprende dos reacciones de amplificacion:

En la primera reaccion se amplifica el fragmento de DNA que
comprende las mutaciones objeto de estudio (PT G20210A, FV G1691A,
MTHFR C677T y FXII C46T). El amplicon obtenido se encuentra en solucion
junto con el enzima Taq polimerasa, los componentes del buffer, los cebadores
y los dNTPs que no hayan reaccionado. Para evitar la participacién de los
cebadores y de los dNTPs en la reaccién de extension de un solo nucleétido,
estos se eliminan respectivamente con las enzimas exonucleasa y con la
fosfatasa alcalina.

En la segunda reaccion de extensién de un solo nucleétido, los
cebadores disefiados difieren en su longitud para evitar el solapamiento entre los
productos que se obtengan. Cada cebador se une complementariamente al
DNA. En presencia de ddNTPs marcados fluorescentemente ([FJddNTPS), la
polimerasa s6lo extenderd el producto de PCR en un nucleétido.

Para la deteccion de la mutacion PT G20210A se incorporard un
nucledtido de citosina (marcado en negro) en el caso de un alelo normal y un
nucleétido de timina (marcado en rojo) en el caso de un alelo mutado. Para la
deteccién de la mutacién FV G1691A se disefia el oligonucledtido que
hibridaria en la hebra complementaria que incorporard un nucleétido de

guanina (marcado en azul) en el caso de un alelo normal y un nucle6tido de
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adenina (marcado en verde) en el caso de un alelo mutado. Para la deteccion de
la mutacion MTHFR C677T se disefia el oligonucleétido que hibridaria en la
hebra complementaria que incorporara un nucleétido de citosina (marcado en
negro) en el caso de un alelo normal y un nucleétido de timina (marcado en
rojo) en el caso de un alelo mutado y finalmente para la mutacion FXIl C46T se
incorporara un nucleétido de guanina (marcado en azul) en el caso de un alelo
normal y un nucleétido de adenina (marcado en verde) en el caso de un alelo
mutado.

Los [F]JddNTPs que no se incorporen pueden migrar junto con los
fragmentos objeto de nuestro estudio. Para evitar esta interferencia se eliminan
mediante un tratamiento con fosfatasa alcalina.

El anélisis de las muestras se realiza mediante electroforesis capilar y
deteccién fluorescente y los datos obtenidos se analizan con el software
GeneScan v3.7.1. Para que el analisis sea satisfactorio y robusto, se utiliz6 un
marcador interno de peso molecular marcado con el fluoréforo LIZ [GeneScan
120 LIZ (15-120 nt)] especialmente disefiado para ser usado en la deteccién de

fragmentos pequefios.
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35 62

80
10 459

20 | 50

Figura 17. Electroforegrama del marcador interno GeneScan 120 LIZ de pesos
moleculares con la asignacién especifica del tamafio de los picos usados para el

andlisis de las muestras.

A cada fragmento especifico del marcador interno se le asigna su
tamafio correspondiente y esta informacion es utilizada por el software para
construir una curva patrén usando el método Local Southern, que determina el
tamafio de fragmentos usando la relacién reciproca entre la longitud del

fragmento y su movilidad (Figura 17).
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Ml GeneScan 3.7 - [TR@169 4-2-82-4-08-12-02 PM.fsa]
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Figura 18. Curva patrén del marcador interno de peso molecular GeneScan LI1Z
120.

Los fluoréforos usados en el marcaje de los ddNTPs modifican la
movilidad electroforética de los fragmentos de DNA, asi, los tamafios obtenidos
tras el analisis diferiran en unas pocas bases del tamafio real. Esto es debido a
que la contribucion relativa del fluor6foro en la movilidad electroforética es

mayor en los fragmentos cortos.
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Tabla 8 .Tamafio en nucleétidos (nt) y color de cada uno de los alelos (Al)
normales y mutados en los genes estudiados.

Gen/ Mutacion Al. normal(nt) y Color | Al. mutado(nt) y Color
PT G20210A 42 Negro 43 Rojo
FV G1691A 30 Azul 32 Verde
MTFR C677T 15 Negro 28 Rojo
FXII C46T 34 Azul 36 Verde

De las distintas concentraciones de DNA, cebadores, temperaturas de
hibridaciéon y ciclos expuestos en Material y Métodos para establecer las
condiciones Optimas para la obtencion del amplicon donde se encuentran las
mutaciones y para el ensayo de extension de un Unico nucleétido se
determinaron las siguientes como las méas adecuadas:

Concentracion DNA: 50 ng
Concentracion de los cebadores: 0,2 M.
Temperatura de hibridacion: 55°C
Ciclos: 35.

95°C

72°C
2:00

72°C
7:00

0:30
4°C

35 ciclos
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Una vez finalizada la primera PCR se realiza un tratamiento enzimatico
con EXO |y SAP (ver Material y Métodos) y se somete al siguiente programa

en el termociclador:

75°C |

370C 0:15

60:00 i
; 4°C
i oo

Tras esta limpieza se procede a la realizacion del Ensayo de Extension
de un Gnico nucledtido con las siguientes caracteristicas:

Concentracion de los cebadores: 0,2 M.

Temperatura de hibridacion: 59°C
Ciclos: 30.

Después se somete al siguiente programa en el termociclador:

95°C
10:00

95°C
0:15

30 ciclos
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Por ultimo se llevo a cabo un tratamiento enzimatico con SAP de la
segunda PCR tal como se detalla en Material y Métodos. El programa en el

termociclador fue el siguiente:

75°C

37°C

60:00
4°C

La aplicacion de este método en una muestra de DNA perteneciente a
un individuo que no presenta ninguna de las mutaciones objeto de estudio
permite distinguir en una Unica reaccion multiplex los siguientes picos (Figura
18):

e Un primer pico (negro) correspondiente al alelo normal para la
mutacion C677T para el gen de la MTHFR.

e Un segundo pico (azul) correspondiente al alelo normal para la
mutacion G1691A para el gen del Factor V.

e Un tercer pico (azul) correspondiente al alelo normal para la
mutacion C46T para el gen del Factor XII.

e Un cuarto y ultimo pico (negro) correspondiente al alelo normal

para la mutacién G20210A para el gen de la Protrombina.
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Figura 19. Electroforegrama de un individuo con alelo normal para todas las

mutaciones estudiadas.

En el andlisis multiplex de los 1499 pacientes estudiados se detectaron
los siguientes genotipos: Mutacion C677T del gen de la MTHFR en
heterocigosis, mutacion C677T del gen de la MTHFR en homocigosis,
mutacion G1691A del gen del FV en heterocigosis, mutacion G1691A del gen
del FV en homocigosis, mutacion C46T del gen del FXII en heterocigosis,
mutacion C46T del gen del FXII en homocigosis y mutacion G20210A del gen
de la PT en heterocigosis cuyos resultados se muestran en las figuras 20 a 34

€6 .9

donde “m” indica alelo mutado y “n” alelo normal.
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Figura 20. Electroforegrama correspondientes a un paciente heterocigoto para
la mutacion C677T en el gen de la MTHFR.
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Figura 21. Electroforegrama correspondientes a un paciente homocigoto para
la mutacién C677T en el gen de la MT
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Figura 22. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para la
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Figura 23. Electroforegrama correspondientes a un paciente heterocigoto y
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para la mutacion C46T en el gen del Factor XII
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Figura 24. Electroforegrama correspondiente a un paciente homocigoto para la
mutacion C46T en el gen del Factor XII.
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Figura 25. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para
la mutacién G20210A en el gen de la PT.
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INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Figura 26. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para
las mutacion C677T y homocigoto para la mutacion G1691A de los genes de la
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Figura 27.
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Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para

las mutaciones C677T y G1691A de los genes de la MTHFR y FV.
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Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para

las mutaciones G1691A y C46T de los genes del FV y FXII
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TAMANO (Nuclestidos)
10 20 30 40 50 60

4000

3000

2000

1000

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

PTn

MTHFR m

FXII m

FVn

Figura 29. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para
las mutaciones C677T yC46T de los genes de la MTHFR y F XI1.
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Figura 30. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para

las mutaciones C46T y G20210Ade los genes del FXII'y de la PT.
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Figura 31. Electroforegrama correspondiente a un paciente homocigoto para la
mutacion C677T del gen de la MTHFR vy heterocigoto para la mutacion C46T
del gen del FXII.
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Figura 32. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para
las mutaciones C677T y G20210A en los genes de la MTHFR y PT.
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Figura 33. Electroforegrama correspondiente a un paciente heterocigoto para
las mutaciones C677T, G1691A yC46T de los genes de la MTHFR, FV'y FXII.
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Figura 34. Electroforegrama de un paciente heterocigoto para todos los genes.
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IV. Resultados.

IV.2. RESULTADO DEL TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
DATOS OBTENIDOS CON LA APLICACION DEL METODO DE
ANALISIS.

1V.2.1. Resultado del tratamiento estadistico en porcentaje de los distintos
genotipos (homocigotos normales, homocigotos mutados y heterocigotos
para cada uno de los genes PT, FV, MTHFR y FXII estudiados) en el total
de los 1499 enfermos estudiados. (Figuras 35 a 38).

Porcentaje

NPM (Homocigdtico Normal) HT (Heterocigoto)
Protrombina

Figura 35. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen de la
protrombina en los 1499 enfermos estudiados.
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100

Porcentaje

NPM (Homocigético HOM (Homocigético HT (Heterocigoto)
Normal) Mutado)
Factor V

Figura 36. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen del Factor V
en los 1499 enfermos estudiados.
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Figura 37. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen de la MTHFR
en los 1499 enfermos estudiados.
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Porcentaje
5

20

NPM (Homocigético HOM (Homocigético HT (Heterocigoto)
Normal) Mutado)
Factor Xl

Figura 38. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen del Factor XII
en los 1499 enfermos estudiados.

1V.2.2. Resultado del tratamiento estadistico en porcentaje y frecuencia de
la comparacion entre los distintos genotipos (homocigotos normales,
homocigotos mutados y heterocigotos para el conjunto de todos los genes,
PT, FV, MTHFR y FXII) en 1103 enfermos.

Para establecer la frecuencia y porcentaje de presentacion de los
diferentes genotipos (homocigotos normales, homocigotos mutados y
heterocigotos para los genes, PT, FV, MTHFR y FXII) clasificamos las
diferentes combinaciones de 1103 enfermos (que tienen realizadas las 4
determinaciones) en 35 grupos. (Tabla 9). Los grupos 9, 11 y 16 no aparecen en

la tabla por no contar con ningun individuo.
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1V. Resultados.

Tabla 9 .Combinaciones en grupos de los distintos genotipos con su frecuencia

y porcentaje.NPM: no presenta mutacion, HT: heterocigoto; HOM:
homocigoto.
Grupo PT FV MTHFR | FEXII | Frecuencia | Porcentaje
1 NPM NPM NPM NPM 190 17.2
2 NPM NPM NPM HOM 8 0.7
3 NPM NPM NPM HT 103 9.3
4 NPM NPM HOM NPM 134 121
5 NPM NPM HT NPM 307 27.8
6 NPM NPM HOM HOM 9 0.8
7 NPM NPM HT HOM 14 1.3
8 NPM NPM HT HT 118 10.7
10 NPM HT HT HT 14 1.3
12 NPM HT HOM HT 9 0.8
13 HT NPM NPM NPM 12 1.1
14 HT NPM HT NPM 17 1.5
15 HT NPM HOM NPM 10 0.9
17 NPM HT HT NPM 24 2.2
18 NPM HT NPM HT 7 0.6
19 NPM NPM HOM HT 68 6.2
20 NPM HT NPM NPM 18 1.6
21 NPM HT HOM NPM 14 1.3
22 HT HT HT NPM 2 0.2
23 NPM HT NPM HOM 2 0.2
24 HT NPM NPM HT 7 0.6
25 HT HOM NPM NPM 1 0.1
Mercedes Zafra Ceres 135




IV. Resultados.

Grupo PT FV MTHFR | EXII Frecuencia | Porcentaje
26 NPM HT HT HOM 3 0.3
27 HT HT NPM NPM 1 0.1
28 HT NPM HT HOM 1 0.1
29 HT NPM HT HT 4 0.4
30 HT HT HOM NPM 1 0.1
31 HT NPM HOM HT 1 0.1
32 NPM HOM NPM NPM 1 0.1
33 HT NPM HOM HOM 1 0.1
34 HT HT HOM HT 1 0.1
35 NPM HOM HT NPM 1 0.1

Total 1103 100
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1V. Resultados.

A
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Figura 39. Frecuencia y porcentaje de presentacion del conjunto de las
mutaciones de los genes de la PT, FV, MTHFR y FXII en los1103 enfermos
divididos en 29 grupos. Los grupos 30 a 35 no aparecen en la gréafica debido a

que solo cuentan con un paciente.
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IV. Resultados.

1V.2.3. Resultado del tratamiento estadistico en porcentaje de los distintos
genotipos (homocigotos normales, homocigotos mutados y heterocigotos
para cada uno de los genes PT, FV, MTHFR y FXII estudiados) del total de

los 1499 enfermos estudiados en relacion con el sexo. (Figuras 40 a 44)

Sexo

En
|y

Porcentaje

NPM {(Homocigético Normal) HT (Heterocigoto)
Protrombina

Figura 40. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen de la
protrombina en los 1499 enfermos estudiados en relacion con el sexo.
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Sexo

I
|mv

Porcentaje

L
NPM (Homocigdtico HOM (Homocigatico  HT (Heterocigoto)
Normal) Mutado)

Factor V

Figura 41. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen del Factor V
en los 1499 enfermos estudiados en relacion con el sexo.

Sexo

o
|mv

Porcentaje

NPM (Homocigético HOM (Homocigdtico HT (Heterocigoto*
Normal) Mutaclo*

Metilen

Figura 42. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen de la MTHFR
en los 1499 enfermos estudiados en relacion con el sexo.* Diferencia

significativa p<0.05.

Mercedes Zafra Ceres 139



V. Resultados.

Sexo

| 1]
|V

Porcentaje

NPM (Homocigético HOM (Homocigético HT (Heterocigoto)
Normal) Mutado)

Factor XII

Figura 43. Frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen del Factor XI|I
en los 1112 enfermos estudiados en relacion con el sexo.
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Figura 44. Porcentaje de mujeres (M) y de varones (V) de los 1499 pacientes

estudiados.
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1V. Resultados.

IV.2.4. Resultado del tratamiento estadistico de los distintos genotipos
(homocigotos normales (NPM), homocigotos mutados (HOM) vy
heterocigotos (HT) para cada uno de los genes PT, FV, MTHFR y FXII
estudiados) en relacion con las 21 pruebas de laboratorio (Material y
Métodos 111.4) para el diagndstico de trombofilia en 931 pacientes.

4,00+

04)

3,00

'S 2,00

Media Resistencia Proteina C (>2
7

HOM
Factor V

Figura 45. Valor de la Resistencia a la Proteina C +/- 1 ES para los distintos
genotipos del Factor V. Significacion: HOM vs HT p<0.001. NPM vs HT
p<0.000. NPM vs HOM p<0.014.
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Figura 46. Valor de la Proteina S funcional +/- 1 SE para los distintos
genotipos del Factor V. Significacion: NPM vs HT p<0.000. NPM vs HOM
p<0.05.

500,00

Media Dimero D (0-234)

NPM HOM HT
Factor V

Figura 47. Valor del Dimero D +/- 1 SE para los distintos genotipos del Factor
V. Significacion: NPM vs HT p<0.02.
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Figura 48. Valor del VV Russel +/- 1 SE para los distintos genotipos del
Factor V. Significacion: NPM vs HT p<0.007.
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Figura 49. Valor de Ac B-2 Glucoproteina 1 19gG +/- 1 SE para los distintos
genotipos del Factor V. Significacién: NPM vs HOM p<0.047.
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Figura 50. Valor de Homocisteina +/- 1 SE para los distintos genotipos de
MTHFR. Significacion: HOM vs HT p<0.000; NPM vs HOM p<0.000.

40,00+

30,00

20,00

Media APTT (22-32)

10,00

NPM HOM HT
FactorXIl

Figura 51. Valor de APTT +/- 1 SE para los distintos genotipos de FXII
Significacion: HOM vs HT p<0.02; NPM vs HOM p<0.000.NPM vs HT
p<0.000.
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40,00

Media TTPA-SP(22-32)

Hom
Factor XII

Figura 52. Valor de TTPA-SP +/- 1 SE para los distintos genotipos de FXII
Significacion: HOM vs HT p<0.001; NPM vs HOM p<0.000.NPM vs HT
p<0.000.

1V.2.4. Resultado del tratamiento estadistico de la combinacion entre los
distintos genotipos (homocigotos normales (NPM), homocigotos mutados
(HOM) vy heterocigotos (HT) para los genes PT, FV y MTHFR) y las 21
pruebas de laboratorio (Material y Métodos I11.4) para el diagnéstico de
trombofilia en 931 pacientes.
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IV. Resultados.

Para relacionar los resultados obtenidos en los parametros del “Estudio
de Trombofilia” realizado en el Laboratorio de Analisis Clinicos con los
genotipos encontrados tras la aplicacion de nuestro método de andlisis
dividimos las distintas combinaciones de estos genotipos en 14 grupos dejando
fuera los genotipos del Factor XII.

Tabla 10. Grupos correspondientes a las combinaciones méas frecuentes entre
los genotipos encontrados. (NPM: no presenta mutacion, HOM: homocigoto,

HT: heterocigoto)

GRUPO PROTROMBINA | FACTORV MTHFR
1 NPM NPM NPM
2 NPM NPM HOM
3 NPM NPM HT

4 NPM HT NPM
5 NPM HT HOM
6 HT NPM NPM
7 NPM HT HT

8 HT NPM HT

9 HT HT NPM
10 HT NPM HOM
11 NPM HOM NPM
12 HT HT HOM
13 NPM HOM HT
14 HT HT HT

En las tablas 11, 12, 13 y 14 se muestran las medias de los distintos parametros

de laboratorio estudiados para cada uno de los grupos.
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1V. Resultados.

Tabla 11.
Grupo | Actividad Tiempo INR | Fibrinégeno | Dimero | F VIII
Protrombina | Trombina | (0.8- | (180-400) D (50-120)
(70-130) (13-22) 1.2) (0-234)
1 109,09 14.54 0.97 334.55 142,22 | 129.40
2 109.01 14.85 0.96 321.79 11548 | 126.66
3 110.06 14,51 0.97 331.94 164.18 | 132.20
4 112.10 14.66 0.94 336.95 143.89 | 131.09
5 107.16 14.12 1.4 348.84 234.07 | 130.91
6 101.88 14.36 1.01 310.25 103.12 | 129.55
7 108.11 14.76 0.96 321.92 209.24 | 135.92
8 109.06 15.04 0.96 298.47 107 140.59
9 102.75 14.10 0.99 339 132.75 | 156.43
10 114 14.49 0.93 335.96 211.43 | 146.29
11 93 15.10 1.04 281 417 171.80
12 111 14.80 0.93 288 188 223.90
13 120 14.90 0.91 249 161 164.30
14 109.32 14.76 0.98 300.80 109.80 | 132.08
Tabla 12.
Grupo | APTT | ATIII Proteina | Proteina | VV Resistencia
(22- funcional | C S Russel | Proteina C
32) (80-120) | Funcional | Funcional | (0-1.2) | (>2.04)
(50-130) | (50-130)
1 31.69 105.63 112.08 102.24 1.08 3.06
2 31.97 105.57 111.68 104.83 1.06 3.02
3 31.54 105.45 110.27 105.04 1.07 3.06
4 31.09 107.89 112.10 100.11 1.02 1.86
5 30.66 101.44 109.89 83.04 1 1.82
6 35.33 103.53 113.69 97.16 1.25 2.91
7 31.66 102.70 111.36 90.46 1.02 1.88
8 32.10 107.53 116.88 107.26 1.02 2.91
9 28.07 119 99.25 91.12 1.07 2.32
10 30.51 104.71 116.28 97.49 1.03 3.06
11 30.90 100 107 75.90 1.03 1.25
12 32.10 80 109 116 0.99 1.93
13 30.30 85 100 71.80 0.85 1.27
14 30.50 102.40 112 93.32 1.05 1.99
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IV. Resultados.

Tabla 13.
Grupo Homocisteina | TTPA-SP | Plasmindgeno | Ac.
(5-15) (22-32) (76-126) Anticardiolipina
IgM (0-12)
1 10.36 28.97 99.17 2.51
2 15.79 28.60 99.54 2.63
3 11.15 28.34 100.44 2.87
4 11.94 28.69 101.21 2.28
5 12.56 26.98 101.56 3.24
6 11.79 40.20 100 7.01
7 10.84 29.86 99.51 2.14
8 13.55 29.68 100.71 3.57
9 9 26.43 94 1.78
10 9.68 27.36 103.29 1.56
11 8.40 29.50 96 3
12 51 24.30 105 1.7
13 6 25.80 89 14
14 9.66 26.86 106.40 1.02
Tabla 14.
Grupo | Ac. Ac B2 Ac B2 Alfa 2
Anticardiolipina | Glucoproteina | Glucoproteina | antiplasmina
1gG (0-12) 11g M (0-7) 11g M (0-7) (80-120)
1 4.63 1.48 2.08 110.91
2 3.82 1.64 1.65 111
3 3.99 1.69 1.79 110.33
4 2.28 0.81 1 108.63
5 2.55 1.94 1.28 109.50
6 17.43 7.49 10.41 105.25
7 3.22 1.90 1.57 113.22
8 4.98 2.04 2.58 110.24
9 3.55 1.58 2.33 101
10 3.70 0.61 0.77 105.86
11 1.80 1.90 0.10 106
12 1.20 1.60 0.10 120
13 0.70 0.70 0.10 111
14 1.82 1.26 1.40 119
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1V. Resultados.

Debido a que los grupos 11, 12 y 13 s6lo cuentan con un individuo se
dejan fuera en la comparacion realizada entre los grupos restantes (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10 y 14 con 365, 164, 371, 19, 19, 16, 37, 17, 4, 7 y 5 pacientes
respectivamente) y los parametros de laboratorio encontrandose diferencias
significativas para un nivel de significacion de p<0.001 en 7 de estos
pardmetros (Dimero D, Proteina S, Resistencia a la proteina C , Homocisteina,
Ac B 2 Glucoproteina IgG, Ac B 2 Glucoproteina IgM y TTPA-SP) tal y como

se muestra en las figuras 53 a 59.
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Figura 53. Valor del Dimero D +/- 1 SE en los distintos grupos
correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados (Tabla
10).Significacion: Grupo 1 vs grupo 5 p<0.008; Grupo 2 vs Grupo 5 p<0.002;
Grupo 5 vs Grupo 8 p< 0.008.
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Gréfica 54. Valor de la Proteina S Funcional +/- 1 SE en los distintos grupos
correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados (Tabla
10).Significacion: Grupo 1 vs Grupo 5 p<0.001; Grupo 1 vs Grupo 7 p< 0.008;
Grupo 2 vs Grupo 5 p<0.000; Grupo 2 vs Grupo 7 p<0.001; Grupo 3 vs Grupo 5
p<0.001; Grupo 3 vs Grupo 7 p< 0.001; Grupo 5 vs Grupo 8 p< 0.003.
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Grafica 55. Valor de la Resistencia a la Proteina C +/- 1 SE en los distintos
grupos correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados
(Tabla 10).Significacion: Grupo 1 vs Grupo 4 p< 0.000; Grupo 1 vs Grupo 5 p<
0.000; Grupo 1 vs Grupo 7 p< 0.000; Grupo 1 vs Grupo 14 p< 0.000; Grupo 2
vs Grupo 5 p< 0.000; Grupo 2 vs Grupo 14 p< 0.000; Grupo 3 vs Grupo 4 p<
0.000; Grupo 3 vs Grupo 5 p< 0.000; Grupo 3 vs Grupo 7 p< 0.000; Grupo 3 vs
Grupo 14 p< 0.000; Grupo 4 vs Grupo 6 p< 0.000; Grupo 4 vs Grupo 8 p<
0.000; Grupo 4 vs Grupo 10 p< 0.000; Grupo 4 vs Grupo 14 p< 0.000; Grupo 5
vs Grupo 6 p< 0.000; Grupo 5 vs Grupo 7 p< 0.000; Grupo 5 vs Grupo 8 p<
0.000; Grupo 5 vs Grupo 10 p< 0.000.
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Gréfica 56. Valor de la Homocisteina +/- 1 SE en los distintos grupos
correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados (Tabla
10).Significacion: Grupo 1 vs Grupo 2 p< 0.000; Grupo 2 vs Grupo 3 p< 0.000.
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Grafica 57. Valor de Ac B 2 Glucoproteina IgG +/- 1 SE en los distintos
grupos correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados
(Tabla 10).Significacién: Grupo 4 vs Grupo 8 p< 0.006.

Mercedes Zafra Ceres 153



IV. Resultados.

12,50

10,00+

7,50

5,00

Media Ac Beta2 Glucoproteina 1 ig M (0-7)

2,50

= Nis
9 8 | L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1400
Grupos

0,00

Grafica 58. Valor de Ac B 2 Glucoproteina IgM +/- 1 SE en los distintos
grupos correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados
(Tabla 10).Significacion: Grupo 4 vs Grupo 5 p< 0.007.
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59. Valor de TTPA-SP +/- 1 SE en
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los distintos grupos

correspondientes a las combinaciones entre los genotipos encontrados (Tabla

10).Significacion: Grupo 3 vs Grupo 7 p< 0.006. Grupo 5 vs Grupo 7 p< 0.003.

Mercedes Zafra Ceres

155






V. DISCUSION







V. Discusion.

V. DISCUSION

Los répidos avances que se estan consiguiendo en la comprension de la
vida a nivel molecular estdn cambiando la medicina en muchos aspectos.

En la actualidad es posible conocer las diferencias entre la secuencia de
DNA de un gen normal y la secuencia de DNA alterada responsable de una
enfermedad, lo que ha permitido disefiar pruebas que puedan detectar estas
diferencias y asi diagnosticar a nivel molecular la enfermedad.

Se admite hoy en dia que la mayoria de las enfermedades tienen una
causa molecular. Cualquier enfermedad cursa en mayor o menor medida con
alteraciones en la estructura, propiedades, metabolismo o funcién de las
biomoléculas; de ahi que un estudio moderno de la enfermedad requiera la
consideracion de los aspectos moleculares que acompafian a las observaciones
clinicas. Las clasificaciones clinicas se basan en el diagnéstico a partir de la
observacion médica (exploracion) con el apoyo de los datos del laboratorio. Las
clasificaciones moleculares, o el estudio de la enfermedad bajo un enfoque
molecular, se basan exclusivamente en criterios genotipicos. Los polimorfismos
de un Unico nucle6tido (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) son las
variaciones mas frecuentes en la secuencia del DNA, ganando cada vez mas
importancia en las aplicaciones biolédgicas y biomédicas. Pueden afectar tanto a
regiones codificantes del genoma como no codificantes. Los SNPs ocurren en
un rango de 1.3 Kb en el genoma humano, y son fundamentalmente bi-alélicos
(Smigielski EM et al., 2000; Venter JC et al., 2001).

Estas alteraciones del genoma, en algunos casos, son responsables de
determinadas enfermedades como es el caso de las trombofilias hereditarias o

congeénitas.
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V. Discusion.

Se han descrito una gran variedad de métodos para el diagnéstico de las

mutaciones relacionadas con la trombofilia. La mayor parte de los estudios para

el diagnostico molecular estan basados en la amplificacion de la region

especifica por PCR, seguido de la deteccion de la mutacion. Se pueden destacar

los siguientes:

1. Andlisis de polimorfismos de conformacién de una sola hebra (SSCP).

Es una técnica usada para la identificacion de nuevas mutaciones y de
diferencias genéticas. Se amplifica mediante PCR un fragmento de
entre 200 y 300 bases del DNA gendmico, se desnaturaliza y se corren
en un gel de acrilamida. Las hebras de DNA presentaran una estructura
secundaria de acuerdo con su secuencia nucleotidica, asi, el cambio de
la secuencia de DNA producira una estructura secundaria diferente, que
resultard en una movilidad electroforética distinta (Orita et al., 1989).
Analisis mediante enzimas de restriccién. Se trata probablemente del
método mas utilizado puesto que la importancia de estas enzimas radica
en su gran especificidad de reconocimiento de una secuencia corta de
DNA duplex y la consiguiente hidrolisis de un enlace fosfodiéster en
cada hebra, justamente en secuencias concretas del DNA Ilamadas sitios
de reconocimiento o de restriccion. Las posibles mutaciones crearan un
sitio de restriccion y la enzima cortar el alelo que contiene la mutacion
dejando intacto el alelo salvaje. Posteriormente es posible separar,
empleando electroforesis en gel de agarosa, los dos alelos gracias a la
diferencia de tamafio de los fragmentos generados en el andlisis de
restriccion. (Stott et al., 1999).

Analisis de heteroduplex. Se basa en la amplificacion de un fragmento
de DNA gendmico, este fragmento se desnaturaliza e inmediatamente
se renaturaliza, para favorecer la unién de las dos hebras, con otro
fragmento corto de 4&cido nucléico, llamado sonda, de secuencia

conocida y complementaria a la secuencia diana, marcado de forma que
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permita su deteccion (radiactivo, coloreado, fluorescente), formandose
un heterodlplex. Cuando los fragmentos son renaturalizados y son
corridos en un gel de acrilamida, las regiones no complementarias de
los fragmentos de DNA formaran una horquilla que ser el responsable
de una migracion mas lenta del heterodUplex. Mutaciones y variaciones
en la secuencia del DNA se detectan por la presencia de bandas que
alteran la movilidad en el gel (Su et al., 2003).

4. Hibridacion especifica de cebadores. Una pequefia region del gen se
amplifica se transfiere y se fija a una membrana de nylon, se hibrida
con una sonda marcada, la cual es complementaria en secuencia al gen
mutado o al haplotipo particular. La sonda puede estar marcada
radiactivamente o0 no, Yy visualizarse por colorimetria o
qguimioluminiscencia (Queck et al., 2007). Los requerimientos
necesarios de los métodos de diagndstico y de screening incluyen entre
otras caracteristicas las de poseer una alta especificidad y
reproducibilidad, bajo coste y la posibilidad de poder automatizarse. La
tecnologia empleada en el diagndstico genético debe ser
suficientemente robusta para permitir una clasificacion exacta de todos

los posibles genotipos del locus genético estudiado (Eng et al., 2007).

No obstante muchos de estos métodos requieren tiempo para su
gjecucion, una manipulacion excesiva de la muestra con aumento del riesgo de
contaminacion y por lo tanto no gozan de la simplicidad y rapidez suficientes
para ser usados de forma rutinaria en el diagnostico molecular de enfermedades
de origen genético.

Recientemente el andlisis de los fragmentos de DNA obtenidos por
PCR se han podido detectar, cuantificar y en cierta medida automatizar gracias
a una nueva metodologia basada en la deteccion de la fluorescencia del DNA

(Fluorescence Based DNA Analisis Technology, FDAT).Esta combinacion de
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tecnologia PCR/FDAT ofrece el potencial suficiente para automatizar y
caracterizar a bajo costo las mutaciones genéticas.
Esta tecnologia permite realizar:
e Secuenciacion automética de 600 bases con 98.5% de exactitud en un
tiempo total de 2.5 horas.
e Medicion de tamafios de diferentes fragmentos de DNA con una
resolucion de 2 bases en un tiempo de unos 20 minutos.
e Cuantificacion de productos de RT-PCR de hasta 1000 pares de bases
con una precision mayor del 4%.
e Deteccion automatica de fragmentos de DNA fluorescentemente

marcados mediante electroforesis capilar.

El uso de la tecnologia PCR/FDAT junto con la electroforesis capilar
aumenta significativamente tanto la resolucion como la sensibilidad de los
ensayos, lo que permite trabajar con cantidades de DNA mucho menores,
siendo ademas necesario usar un nimero menor de ciclos en la amplificacion
por PCR.

En el presente estudio se ha llevado a cabo la puesta a punto de un
nuevo ensayo multiplex de extensién de una Unica base para la deteccion
simultanea de las mutaciones mas frecuentes de la region mediterranea,
utilizando la deteccion fluorescente y electroforesis capilar. El ensayo de
extension de una Unica base, aqui descrito, permite de una forma especifica y
reproducible la discriminacion alélica de las diferentes mutaciones
diagnosticadas relacionadas con la trombofilia.

Nuestro ensayo se ha basado en el uso de la electroforesis capilar, que
ha permitido la identificacion de las mutaciones objeto de estudio de una forma
rapida, eficaz y evitando la toxicidad de los productos usados en la

electroforesis tradicional en geles (acrilamida, bromuro de etidio, etc.), ademas
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de minimizar los costes ya que se requieren voliumenes mas pequefios de
muestra para realizar el diagndstico.

Este ensayo se basa en el uso de ddNTPs marcados fluorescentemente
junto con cebadores no marcados, los cuales se unen especificamente al DNA
en la posicién adyacente al nucledtido responsable de la mutacion. En presencia
de la polimerasa el cebador se extendera en una Unica base, uniéndose el
extremo 3" del cebador el ddNTP complementario dando un fragmento marcado
fluorescentemente, que posteriormente se somete a electroforesis capilar
detectandose la fluorescencia del ddNTP correspondiente.

El ensayo multicolor ofrece numerosas ventajas sobre los métodos
tradicionales usados para la deteccion de las mutaciones responsables de la
trombofilia, entre ellas se encuentra la rapidez, la simplicidad, una menor
manipulacién de las muestras evitando de esta forma posibles contaminaciones,
junto con la posibilidad de semi-automatizacion y de andlisis de un gran nimero
de muestras que permite el uso de la electroforesis capilar.

La elevada especificidad de la incorporacion de un solo ddNTP,
catalizado por una DNA polimerasa, hace que la reaccion de SNaPshot sea un
método adecuado para la determinacion de los polimorfismos de un solo
nucleotido.

La posibilidad de utilizar un marcador interno de pesos moleculares
permite la linearizacion de los picos y asi poder detectar el fragmento de DNA
objeto de estudio tanto por su tamafio como por su color, detectando de forma
simultanea, en una Unica multiplex, todas las mutaciones.

La utilizacion del software de recogida de datos y de analisis de los
mismos, Data Collection y GeneScan permite ademas la posibilidad de trabajar
con 4 o 5 fluor6foros diferentes, y por lo tanto realizar el estudio simultaneo de
las mutaciones objeto de estudio.

Esta tecnologia nos ha permitido desarrollar un método nuevo

semiautomatico, de una alta reproducibilidad, ya que la movilidad
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electroforética de los fragmentos analizados varia £ 1 nt del tamafio que
presenta el fragmento, y también de una gran sensibilidad debido a la deteccion
de la fluorescencia de los fluoréforos unidos a los fragmentos objeto de anélisis.

De los datos obtenidos en diversos estudios se puede concluir que las
prevalencias de los defectos trombofilicos en nuestro medio son: déficit de
antitrombina 0,47% (0,23-0,86; IC 95%), déficit de proteina C 3,19% (2,48-
4,02; IC 95%), déficit de proteina S 7,27% (6,21-8,45; IC 95%), anticuerpos
antifosfolipidos 4,08% (3,28-5,01; IC 95%), resistencia a la proteina C activada
12,8% (7,9-12,7; 1C 95%), mutacion factor V Leyden 9,14 (5,4-14,2; IC 95%),
mutacion PTG20210A 17,2% (10,4-21,1; 1IC 95%) e hiperhomocisteinemia
23,4% (13,0-33,8; IC 95%). La probabilidad de encontrar anomalias es mayor
en pacientes con menos de 45 afios, en pacientes con episodios recurrentes, con
antecedentes familiares, o que sus eventos tromboticos fueron espontaneos. La
combinacion de diversos factores clinicos se traduce en un incremento de la
probabilidad de encontrar una deficiencia. (Mateo JM., 2002; Arranz., 2002;
Mateo et al., 1998; Santamaria et al., 2001).

Sin embargo los conocimientos sobre la base molecular de esta
patologia son ain escasos. En un estudio multicéntrico realizado en nuestro
pais, el estudio EMET (Estudio Multicéntrico Espafiol de Trombofilia) se
observo que los factores genéticos de riesgo trombético sélo se identificaban, en
el mejor de los casos y dependiendo de la poblacion estudiada, en el 60% de las
familias con trombofilia. (Tirado 1., 2004).

Gran parte de los defectos genéticos responsables de la trombofilia
hereditaria en Espafa estan producidos por mutaciones puntuales que afectan a
uno de los procesos moleculares relacionados con la expresion, transcripcion o
el procesamiento de los genes de la Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor
XII. Es por eso que el método desarrollado por nosotros en este trabajo, capaz
de detectar las variaciones de un Unico nucleétido, es adecuado para la

deteccidn de las alteraciones genéticas causantes de la trombofilia.

164 Mercedes Zafra Ceres



V. Discusion.

El método que hemos desarrollado en este trabajo se ha aplicado para
detectar las mutaciones G20210A, G1691A, C677T y C46T correspondientes a
los genes de la Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor XII en 1499 muestras
de sangre de pacientes remitidos por el Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada , entre octubre de 2007 y julio de 2010
con sospecha de trombofilia de acuerdo con lo expresado en Material y
Métodos. De estos pacientes un 63.2% fueron mujeres y un 36.8% varones
(Figura 44).

En relacién con la frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen
de la protrombina no se ha encontrado ningun individuo que presente una
mutacién en homocigosis y s6lo un 5.54% de los 1499 individuos estudiados
fueron heterocigotos para la mutacion G20210A, el resto de los individuos no
presentaron mutacién alguna de este gen y representan el 94.46% del total de
individuos estudiados. (Figura 35). En relacién al sexo no se encontraron
diferencias significativas respecto a la frecuencia de presentacién de las

mutaciones del gen de la protrombina entre varones y mujeres. (Figura 40).

En relacién con la frecuencia de presentacion de las mutaciones del gen
del Factor V un 0.20% presentaron una mutacién en homocigosis y un 9.21%
fueron heterocigotos para la mutacién G1691A no presentando mutacion alguna
para este gen la mayoria de los individuos estudiados alcanzando un porcentaje
del 90.59% del total de los 1499 individuos estudiados. (Figura 36). Igual que
en el caso anterior no se encontraron diferencias significativas respecto a la
frecuencia de presentacién de las mutaciones del gen del Factor V entre varones

y mujeres. (Figura 41).

La frecuencia mayor de alteraciones genéticas de los individuos
estudiados corresponde al gen de la Metilen -Tetrahidro-Folato-Reductasa
(MTHFR), presentando la mayoria de ellos la mutacion C677T en heterocigosis

y representando un 46.36% del total de individuos estudiados. Un 20.71%
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presentaron la mutacion en homocigosis y un 32.93% no presentaron mutacion
alguna. (Figura 37). En relacion con el sexo se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) entre varones y mujeres. Un porcentaje mayor de
varones (25.2%) presentaron la mutacion en homocigosis en relacion con las
mujeres (18.1%) y por el contrario la frecuencia de presentacion de la mutacion
C677T en heterocigosis fue superior en mujeres (48.3%) respecto a la de los
varones (43.0%). (Figura 42).

Finalmente el estudio de la mutacién C46T correspondiente al Factor
X1l mostr6 que la mayoria de los individuos estudiados (66.43%) no
presentaron la mutacién, mientras que un 30.14% presentaron la mutacién en
heterocigosis y un 3.44% en homocigosis. (Figura 38). En relacién al sexo no se
encontraron diferencias significativas respecto a la frecuencia de presentacion

de las mutaciones del gen del Factor XII entre varones y mujeres. (Figura 43).

De los individuos que presentaron la mutacion C46T en homocigosis el
85% de ellos presentaron valores plasmaticos de Factor XII inferior a 65. El
Factor XII es una serinproteasa del sistema de contacto que juega un papel en
los sistemas de coagulacion y fibrinolisis. Desde que se describio que el FXII
activado (FXIla) actuaba como activador del plasminégeno (Braat el al., 1999)
se ha observado que la disminucion de niveles plasmaticos de FXII podria
desencadenar una trombosis como resultado de un sistema fibrinolitico
deficiente. No obstante la funcidon bioldgica del FXII es aun controvertida
faltando por conocer muchas de las reacciones en las que interviene. Hoy dia se
conoce que los individuos homocigotos tienen un riesgo de enfermedad
tromboembolica 5 veces mayor que los no portadores. (Reuner et al., 2008).
Existen estudios donde se observa que niveles plasmaticos bajos de FXII
mostraban una tendencia a incrementar el riesgo de trombosis. (Tirado et al.,
2004). No obstante se requieren mas estudios para poder definir claramente la

implicacion en el riesgo de trombosis del polimorfismo C46T.
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El resultado de la asociacion de las mutaciones de los cuatro genes
llevadas a cabo en este estudio (Figura 39) muestra que el grupo mayoritario
(28.1%) corresponde a individuos que presentan la mutacion C677T en
heterocigosis en el gen de la MTHFR y no presentan mutaciones en el resto de
los genes. Un 12.2% de individuos presentan la mutacion C677T en
homocigosis en el gen de la MTHFR no presentando mutacion en el resto de los
genes. El 10.8% de los individuos presentaron la mutacion C677T en
heterocigosis de la MTHFR asociada a la mutacién C46T en el gen del FXII en
heterocigosis. El 9.4% de los individuos presentaron la mutacién C46T en
heterocigosis del FXII no asociandose a ninguna otra mutacion del resto de los
genes estudiados. El 6.2% presentaron la mutacién C46T del FXII en
heterocigosis asociada a la mutacion C677T de la MTHFR en homocigosis. Los
individuos que no presentaron mutaciones en ninguno de los genes estudiados
representan un 17.4% del total. El resto de las posibles asociaciones que se

muestran en la tabla 10 alcanzaron porcentajes inferiores a un 2%.

Cuando se estudia la relacion existente entre las mutaciones de cada uno
de los genes estudiados de forma individual con los 21 pardmetros de
laboratorio se observa en nuestro trabajo que sélo existe una relacion
significativa entre las alteraciones del gen del Factor V, MTHFR y Factor XII
con la Resistencia a la Proteina C activada (RPCa), la Proteina S funcional, el
Dimero D, el VV Russel diluido Screen, -2 Glucoproteina 1gG, Homocisteina,
APTT y TTPA-SP.

En los individuos con mutacion del gen del Factor V tanto en
homocigosis como en heterocigosis existe una disminucion significativa de la
Resistencia a la Proteina C activada y de la Proteina S funcional con una
significacion inferior a p<0.05. Aungue el valor del VV Russel diluido Screen y
de la B-2 Glucoproteina IgG se encuentran disminuidos y el valor del Dimero D

aumentado cuando el gen del Factor V se encuentra mutado, sin embargo esta
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relacion solamente es significativa si la mutacion es en heterocigosis y el nivel
de significacion es menor al encontrado en relacion con la Resistencia a la
Proteina C y la Proteina S funcional. El hecho de no encontrarse una relacién
tan significativa de estos pardmetros con la alteracion del gen del Factor V en
homocigosis puede ser debido al menor tamafio muestral de individuos con esta

alteracion.

Respecto a los individuos que presentan una mutacion del gen de la
MTHFR , esta solo se relaciona, de entre todos los pardmetros de laboratorio
estudiados, con la Homocisteina que presenta valores superiores a la normalidad
tanto cuando el gen estda mutado en heterocigosis como en homocigosis con
niveles de significacion de p<0.000. Los individuos homocigotos para esta
mutacion presentan un valor de homocisteina en plasma hasta un 47% superior
al de los individuos no afectados por esta mutacion. En el caso de los individuos

heterocigotos la elevacién de la homocisteina plasmatica es un 11% superior.

En nuestro estudio el polimorfismo C46T del gen del Factor XII, tanto
en homocigosis como en heterocigosis, solo se asocia entre los 21 pardmetros
de laboratorio estudiados con niveles superiores de APTT y TTPA-SP siendo
estos mayores en los pacientes homocigotos con niveles de significacion de
p<0.000.

Los resultados obtenidos de la comparacion de los individuos que
presentaban mutaciones en mas de un gen con los 21 parametros de laboratorio
son concordantes con aquellos que presentaban mutaciones en un solo gen. Asi,
los valores de la Proteina S funcional y la Resistencia a la Proteina C activada
estaban disminuidos en aquellos individuos en los que concurrian una mutacion
en el gen del Factor V tanto en heterocigosis como en homocigosis con una
significacion de p< 0.000 y el valor de la Homocisteina se encontraba elevado

igualmente con una significaciéon de p<0.000 en aquellos individuos en los que
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concurrian una mutacion en el gen de la MTHFR tanto en heterocigosis como
en homocigosis. Tanto para la Proteina S funcional y la Resistencia a la
Proteina C activada como para la Homocisteina las mayores diferencias se
producian cuando el gen del Factor V y el de la MTHFR se encontraban

mutados en homocigosis.

Respecto a la comparacion de los valores del Dimero D y de la -2
Glucoproteina IgG de los individuos que presentaban mutaciones en mas de un
gen aunque presentan diferencias significativas entre grupos sin embargo, no
alcanzan el nivel de significacion de p<0.000 que hemos estimado que debe ser
el valor a tener en cuenta para que puedan ser bioldgicamente significativos

debido al escaso nimero de individuos en algunos de los grupos.

Debido a que los grupos 11, 12 y 13 sélo cuentan con un individuo se
dejan fuera en la comparacion realizada entre los grupos restantes (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10 y 14 con 365, 164, 371, 19, 19, 16, 37, 17, 4, 7 y 5 pacientes
respectivamente) . (Tabla 10).

Nuestros resultados son consistentes y comparables con los obtenidos
por otros autores. Los primeros pacientes con deficiencia de Proteina C y déficit
de Proteina S y trombosis fueron descritos al principio de los 80(Griffin et al.,
1981; Comp et al.,, 1984). Ya en los 90 se describieron tres familias con
trombosis venosa asociada con la resistencia a la proteina C activada (Dahlback
et al., 1993) y en 1994 el defecto genético asociado fue descrito de forma
simultanea por tres laboratorios afectando a una mutacion del gen del factor V,
sustituyendo una Arg506 por una GIn y denominandose factor V de Leiden
(Bertina et al., 1994; Greengard et al., 1994; Voorberg et al., 1994). La alta
prevalencia de esta mutacion en la poblacidn general, entre un 2-5% (Reis et al.,
1995; Zivelin et al., 1997), la convierte en una buena candidata como posible

factor de riesgo trombotico adicional en las familias portadoras de deficiencias
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de PC o de PS, y los estudios posteriores asi o demuestran, ya que los pacientes
portadores del FVVL en combinacion con alguna de estas deficiencias muestran
un riesgo mas elevado de sufrir accidentes trombéticos que los portadores de
una sola de las deficiencias (Koeleman et al., 1994; Z6ller et al., 1995).

La resistencia a la Proteina C activada (PCA ) puede estar causada por
defectos moleculares heterogéneos aunque el reemplazo de una Arg506 por Gin
en el factor V, mutacion conocida como factor V de Leiden (FVL) es la
responsable de la resistencia a la PCA al menos en el 90% de los casos. La
resistencia a la PCA es la alteracion fenotipica de laboratorio, mientras que el
factor V GLN506 es el genotipo y el término resistencia a la PCA no deberia
emplearse como sinénimo de factor V de Leiden. La resistencia a la PCA
producida por defectos diferentes al factor V de Leiden se asocia con riesgo de
trombosis venosas (De Visser et al.,, 1999) o accidentes isquémicos
cerebrovasculares (Van der Bom et al., 1996). El riesgo de trombosis venosa en
heterocigotos de FVL es siete veces mayor aumentando hasta 80 veces en
homocigotos, sin embargo muchos de ellos nunca desarrollaran la trombosis
excepto cuando se combina la mutacién con otros factores de riesgo; por tanto
las manifestaciones clinicas de trombofilia en pacientes con FVL dependen de
otros factores: La presencia de FVL junto con deficiencia de proteina C,
proteina S y antitrombina hace que el riesgo trombdtico sea superior al asociado
a cada una de ellas por separado. (Ridker et al., 1997). En individuos con doble
heterocigosis para FVL y protrombina G20210>A el riesgo trombético es veinte
veces mayor. En nuestro estudio hemos detectado diez pacientes heterocigotos
para protrombina y Factor V, que ademas coinciden con un descenso
significativo de los valores plasmaticos de la Resistencia a la Proteina C. En
individuos en los que la heterocigosis es solo para FVL o protrombina el riesgo
de desarrollar trombosis s6lo es cinco veces superior al que presenta la

poblacion en general. (Emmerich et al.,, 2001). En familias con defectos
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combinados las trombosis son mas frecuentes y aparecen en edades mas
tempranas.

El segundo defecto mas comuin tras el Factor V de Leiden en la
trombofilia hereditaria es la mutacion G20210A del gen de la protrombina. En
nuestro estudio no hemos detectado ningun individuo portador de la mutacién
G20210A en homocigosis, detectando un 5.54% de heterocigotos para esta
mutacion.

Las manifestaciones clinicas de esta mutacién son variables, muchos
individuos que son homocigotos o heterocigotos para la mutacion G20210A
nunca desarrollaran trombosis. Otros heterocigotos no tendran complicaciones
hasta bien entrada la edad adulta mientras que por el contrario algunos pacientes
tendran trombosis recurrentes antes de los treinta afios. El riesgo de trombofilia
por mutacion de la protrombina se ve incrementado por la coexistencia con

otras anormalidades genéticas como el FVL o con deficiencia de la Proteina S.

La hiperhomocisteinemia genética es un trastorno autosémico recesivo
que se caracteriza por un defecto grave de la cistationina f-sintetasa, 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) o de otras enzimas que intervienen
en el metabolismo de la homocisteina y se asocia con un riesgo incrementado de

trombosis venosa. (Den Heijer et al., 1998).

La causa mas comun de hiperhomocisteinemia grave es una
cistationina B-sintetasa defectuosa. Se ha demostrado que los niveles elevados
de homocisteina pueden deberse a causas adquiridas como niveles por debajo
de lo normal de folato y vitaminas Bs y By, 0 fallo renal en cuyo caso la
administracion de folato con vitaminas Bg y Bi, puede reducir los niveles de
homocisteina. (Den Heijer et al., 1998) pero también se han identificado
factores genéticos causantes de la hiperhomocisteinemia. La causa genética

mejor conocida de hiperhomocisteinemia afecta al gen MTHFR con un
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polimorfismo C677T que produce un reemplazo de Ala222 por Val dando lugar
a una variante de la enzima que tiene menor actividad y que ve incrementada su
sensibilidad a la inactivacion por calor (termolabilidad). En homocigosis esta
mutacién provoca una variante termolabil de la enzima MTHFR que presenta
una actividad residual del 50 % en su funcion de transferencia de grupos metilo
en la via de la remetilacion de la homocisteina. Puesto que esta enzima usa
como cofactor acido fdlico, la actividad enzimatica se ve drésticamente
reducida en situaciones carenciales de folatos. La forma homocigética TT 677
se asocia con una hiperhomocisteinemia moderada y es considerada como un
factor de riesgo de la ETV, lo que concuerda con los resultados de nuestro
estudio.

La hiperhomocisteinemia se asocia con frecuencia a ETV, ademas de,
enfermedad arterial. En diferentes metaanalisis se ha demostrado que el riesgo
de presentar trombosis venosa si las concentraciones de homocisteina son altas
es de 2.5 a 3. (Den Heijer et al., 1998). Sin embargo, existe controversia ya que
otros autores afirman que en las formas homocig6ticas de este defecto
enzimatico en ausencia de otros factores de riesgo tromb6tico no se produce un
incremento del riesgo de tromboembolismo. (Salomon et al., 1999; Bezemer et
al., 2007). Los pacientes que son homocigoéticos para el gen de la MTHFR y
que tienen también el factor V de Leiden o mutacion en el gen de la
protrombina presentan un incremento del riesgo de trombosis. (Salomon et al,.
1999).Situacion que ocurre en 27 de los individuos estudiados por nosotros en
este trabajo. En heterocigotos la presencia de esta mutacién no aumenta el
riesgo de TVP, ni tan siquiera en los pacientes con factor V Leiden o mutacion
del gen de la protrombina. (Brown et al., 1998), situacion que ocurre en 59 de
los individuos estudiados por nosotros en este trabajo.

Los resultados de nuestro estudio que demuestra que una alteracion del
gen de la MTHFR so6lo se asocia con una elevacion de los niveles plasmaticos

de homocisteina estan de acuerdo y corroboran lo expuesto anteriormente.
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V. Discusion.

Hace algunos afios (Cooper et al., 2002) se propuso que caracteristicas
deben de cumplir los estudios de trombofilia para ser considerados validos en el
andlisis de factores genéticos de riesgo a padecer enfermedades complejas tales
como tamafio grande de muestra, valores de significacion estadistica pequefios y
que el producto del gen portador genético analizado deba tener alguna
implicacion fisioldgica o bioldgica en la enfermedad.

En los resultados mostrados en este trabajo en el que se analizan las
mutaciones G20210A, G1691A, C677T y C46T correspondientes a los genes de
la Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor XII asi como 21 parametros
diferentes de laboratorio cumplimos con dichos requisitos pues contamos con
una amplia muestra de 1499 individuos y tomamos como criterio de
significacion estadistica valores de p menores de 0.05 y en algunos casos de
0.000 Igualmente hemos demostrado en este trabajo que el nuevo método que
hemos desarrollado para el diagnéstico molecular de esta enfermedad es fiable,
reproducible, facil de llevar a cabo y con bajo costo. Por todo lo cual los
resultados obtenidos en este trabajo satisfacen las recomendaciones para este
tipo de estudios.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que para el
diagndstico de la trombofilia hereditaria al menos se debe de incluir la
deteccion de las mutaciones G20210A, G1691A, C677T y C46T
correspondientes a los genes de la Protrombina, Factor V, MTHFR y Factor XII
(cuando los niveles plasmaticos de FXII sean inferiores a 65) asi como la
determinacion de los valores plasmaticos de la Resistencia a la Proteina C,

Proteina S y Homocisteina.
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VI. Conclusiones.

VI. CONCLUSIONES.

1.

a)

La elevada especificidad de la incorporacion de un solo ddNTP,
catalizado por una DNA polimerasa, junto con la electroforesis capilar
y la deteccién fluorescente hace que la reaccion SNaPshot sea un
método muy adecuado para la deteccién de los cambios de un solo
nucledtido responsables de las mutaciones G20210A, G1691A, C677T
y C46T en los genes de la Protrombina, ElI Factor V, la
Metilentetrahidrofolatoreductasa y el Factor XII respectivamente.

Las condiciones id6neas para la deteccion de las mutaciones
responsables de la trombofilia objeto de este trabajo han sido las
siguientes:

Reaccion de obtencién del amplicon:

Una concentracion de DNA de 50 ng, una concentracion de cebadores
de 0.2 pM, una concentracion de dNTPs de 200 uM, 1.5 uM de Cl,Mg;
1 U Tagq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems); 1X Buffer PCR
Il (que contiene 10 mM tris HCI a un pH de 8.3 u 50 mM de KCI).

Todo en ello para un volumen final de 25 pL.

El programa de desnaturalizacién fue el siguiente: desnaturalizacién
inicial de 10 min a 95°C, 35 ciclos a 95°C durante 30 segundos, con una
temperatura de 55°C durante 30 s y de 72° C durante 2 minutos; y una

extension final a 72°C durante 7 min.

b) Reaccion de extension de un solo nucleétido:
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La reacion de SNaPshot contenia en un volumen final de 10 pL: 5
ML de “SNaPshot multiplex Ready Reaction Mix”,3 pL de producto
de amplificacién y una concentracion final de 0,2 mM de cebadores.

El programa de amplificacion fue el siguiente: 10 min a 95°C seguido
de 30 ciclos a una temperatura de 95° durante 15 s y a una temperatura

de 59°C durante 1 minuto.

3. Con la aplicacion de este método se han estudiado 1499 pacientes
habiéndose encontrado los siguientes genotipos: G20210A para el gen de la
protrombina heterocigoto (PT HT) y normal, G1691A para el gen del Factor
V heterocigoto (FV HT), homocigoto (FV HOM) y normal, C677T para el
gen de la MTHFR heterocigoto (MTHFR HT), homocigoto (MTHFR
HOM) y normal y C46T para el gen del Factor XII heterocigoto (FXII HT),
homocigoto (FXII HOM) y normal.

4. La frecuencia alélica de las mutaciones detectadas ha sido la siguiente:
5.54% de PT HT, 0.20% de FV HOM, 9.21% de FV HT, 20.71 de MTHFR
HOM, 46.36% de MTHFR HT, 3.44% de FXII HOM y 30.14% de FXII
HT.

5. En los pacientes con mutacion en el gen de la MTHFR se han encontrado
diferencias significativas en relacion al sexo (p<0.05). En concreto hay un
mayor porcentaje de homocigotos en varones y por el contrario en el caso

de heterocigosis el porcentaje es superior en mujeres.

6. Se han encontrado diferencias significativas en los siguientes parametros
de laboratorio respecto a los siguientes genotipos: FV y Resistencia a la
Proteina C (NPM vs HT, HOM vs HT, NPM vs HOM), FV y Proteina S
(NPM vs HT, NPM vs HOM), Dimero Dy FV (NPM vs HT), VV Russel y
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FV (NPM vs HT), Ac B-2 Glucoproteina 1 y FV (NPM vs HOM),
Homocisteina y MTHFR (HOM vs HT, NPM vs HT), APTT y FXII (HOM
vs HT, NPM vs HT, NPM vs HOM)y por ultimo TTPA-SP y Factor XII
(HOM vs HT, NPM vs HT, NPM vs HOM).

7. Conclusion final: Para el diagnostico de la trombofilia hereditaria al
menos se debe de incluir la deteccion de las mutaciones G20210A,
G1691A, C677T y C46T correspondientes a los genes de la Protrombina,
Factor V, MTHFR y Factor XII (cuando los niveles plasmaticos de FXII
sean inferiores a 65) asi como la determinacion de los valores plasmaticos

de la Resistencia a la Proteina C, Proteina S y Homocisteina.
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ANEXO RESULTADOS







Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFER Factor XI1
1. NPM HT HT NPM
2. NPM NPM HOM NPM
3. NPM NPM HT NPM
4. * HT HOM NPM
5. NPM NPM HT NPM
6. HT NPM HT NPM
7. NPM NPM HOM HOM
8. NPM NPM NPM NPM
9. NPM HT NPM HT
10. NPM NPM HT NPM
11. NPM NPM NPM HOM
12. NPM HT NPM *
13. NPM HT HOM HT
14. NPM HT HOM HT
15. NPM NPM HT NPM
16. NPM NPM NPM NPM
17. NPM HT NPM NPM
18. NPM NPM HT NPM
19. NPM NPM HT *
20. NPM NPM * *
21. NPM * * *
22. NPM NPM HT *
23. HT NPM HOM NPM
24, NPM NPM HT NPM
25. NPM NPM HT NPM
26. NPM NPM NPM NPM
27. NPM NPM HT NPM
28. NPM NPM HT NPM
29. NPM NPM NPM NPM
30. NPM NPM HT NPM
31. NPM NPM HT HT
32. NPM HT HOM HT
33. NPM NPM NPM HT
34. NPM HT NPM NPM
35. NPM NPM HT NPM
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Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
36. HT NPM HT NPM
37. NPM NPM HT NPM
38. HT NPM NPM NPM
39. NPM NPM NPM HT
40. NPM NPM HOM HT
41, * NPM HT HT
42. NPM NPM HT NPM
43. NPM NPM HT NPM
44, NPM NPM NPM NPM
45, NPM NPM NPM HT
46. NPM NPM HOM NPM
47. NPM NPM NPM NPM
48. NPM HT NPM HT
49. NPM NPM HT NPM
50. NPM NPM NPM HT
51. NPM NPM NPM HT
52. NPM NPM NPM NPM
53. NPM NPM NPM HT
54. NPM NPM NPM HT
55. NPM NPM NPM HT
56. NPM NPM HOM HOM
57. NPM HT NPM NPM
58. NPM NPM HT HT
59. NPM NPM HOM NPM
60. HT NPM HOM NPM
61. NPM NPM HOM HOM
62. HT NPM HOM NPM
63. NPM NPM HOM NPM
64. NPM NPM NPM NPM
65. NPM HT HOM NPM
66. NPM HT HT HT
67. NPM HT HT NPM
68. NPM NPM HT NPM
69. NPM NPM NPM HT
70. NPM NPM NPM NPM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
71. NPM NPM HOM NPM
72. NPM NPM HT NPM
73. NPM NPM HT NPM
74. NPM NPM NPM NPM
75. NPM HT HT NPM
76. NPM NPM HT NPM
77. HT NPM HT NPM
78. NPM NPM NPM NPM
79. NPM NPM NPM NPM
80. NPM HT HOM HT
81. NPM NPM HT NPM
82. NPM NPM HT HT
83. NPM NPM HT HT
84. NPM NPM HT NPM
85. NPM NPM HT NPM
86. NPM NPM NPM HT
87. NPM NPM NPM NPM
88. NPM HT NPM NPM
89. NPM NPM HT HT
90. NPM NPM NPM NPM
91. NPM NPM HT NPM
92. NPM NPM HT HT
93. NPM NPM NPM NPM
94. NPM NPM HT NPM
95. NPM NPM HT NPM
96. NPM NPM HT NPM
97. NPM HT NPM HT
98. HT NPM HT NPM
99. NPM NPM NPM NPM
100. NPM NPM HT NPM
101. NPM NPM HT NPM
102. NPM NPM HOM NPM
103. NPM HT HT HT
104. HT NPM NPM NPM
105. HT NPM HOM NPM
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Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
106. NPM NPM NPM NPM
107. NPM NPM HOM NPM
108. NPM NPM NPM HT
109. NPM NPM HT NPM
110. NPM NPM HOM NPM
111 NPM NPM NPM NPM
112. NPM NPM NPM NPM
113. NPM NPM HT NPM
114. NPM NPM HT NPM
115. NPM NPM HT NPM
116. NPM NPM HOM NPM
117. NPM NPM HT NPM
118. NPM NPM NPM NPM
119. NPM NPM NPM NPM
120. NPM NPM HT HT
121. NPM NPM HT HT
122. NPM NPM HT HT
123. NPM HT HT HT
124. HT HT HT NPM
125. NPM NPM HT HOM
126. NPM NPM HT HT
127. NPM NPM HT HT
128. NPM NPM HT HT
129. NPM NPM NPM HT
130. NPM NPM NPM NPM
131. NPM NPM HT NPM
132. NPM NPM NPM NPM
133. NPM NPM HT HT
134. NPM NPM HT HT
135. NPM NPM NPM NPM
136. NPM NPM HT HT
137. NPM NPM HOM NPM
138. NPM NPM HOM NPM
139. NPM NPM HT NPM
140. NPM NPM HT NPM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
141. NPM NPM HT NPM
142. NPM NPM HOM HT
143. NPM NPM NPM HT
144, NPM NPM HOM NPM
145, NPM NPM HT NPM
146. NPM NPM HT HT
147. NPM NPM NPM NPM
148. NPM NPM HOM HT
149. NPM NPM HT HT
150. NPM NPM HT HT
151. NPM NPM HOM HT
152. NPM NPM HT HT
153. NPM NPM HOM HT
154. NPM NPM HT HT
155. NPM NPM HOM NPM
156. NPM NPM NPM NPM
157. NPM NPM NPM NPM
158. NPM HT NPM HOM
159. NPM NPM NPM NPM
160. NPM NPM NPM HT
161. NPM NPM HOM HT
162. NPM NPM HT HT
163. HT NPM HT NPM
164. NPM NPM NPM NPM
165. NPM NPM HOM NPM
166. NPM NPM HT NPM
167. NPM NPM NPM HT
168. NPM NPM HT HT
169. NPM NPM NPM NPM
170. NPM NPM HT HT
171. NPM NPM NPM NPM
172. NPM NPM NPM NPM
173. NPM NPM HT NPM
174. NPM NPM HT NPM
175. NPM NPM HT NPM
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Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
176. NPM HT NPM NPM
177. NPM NPM HT NPM
178. NPM NPM HT HOM
179. NPM NPM HT NPM
180. NPM NPM HT NPM
181. HT NPM NPM HT
182. NPM NPM HT NPM
183. NPM NPM HT NPM
184. NPM NPM HT NPM
185. NPM NPM NPM NPM
186. NPM NPM NPM HT
187. NPM NPM NPM HOM
188. NPM NPM HT NPM
189. NPM NPM NPM NPM
190. NPM NPM NPM HOM
191. HT NPM NPM HT
192. NPM NPM NPM HT
193. NPM NPM HT NPM
194. NPM NPM HT NPM
195. NPM NPM HT NPM
196. NPM NPM HT NPM
197. NPM NPM HT NPM
198. NPM HT HT NPM
199. NPM NPM HT NPM
200. NPM NPM NPM HT
201. NPM NPM HT NPM
202. NPM NPM HT HT
203. NPM NPM NPM NPM
204. HT NPM NPM NPM
205. NPM NPM NPM NPM
206. NPM NPM NPM HT
207. NPM NPM NPM NPM
208. NPM HT HOM HT
209. NPM NPM HOM HT
210. NPM NPM HT NPM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
211. NPM NPM NPM NPM
212. NPM NPM HT NPM
213. NPM NPM HT NPM
214. NPM NPM HT HT
215. NPM NPM HOM HT
216. NPM NPM NPM HT
217. NPM NPM NPM NPM
218. NPM NPM HOM HT
219. NPM NPM HT NPM
220. NPM NPM HOM NPM
221. NPM NPM HT NPM
222. NPM HT HT HT
223. NPM NPM NPM HT
224, NPM NPM HT NPM
225. NPM NPM HOM NPM
226. NPM NPM HT HT
227. NPM NPM NPM HT
228. NPM HT HT NPM
229. NPM NPM HOM NPM
230. NPM NPM NPM NPM
231. NPM HT HOM NPM
232. NPM NPM HOM NPM
233. NPM NPM HT NPM
234. NPM NPM HOM NPM
235. NPM NPM HT NPM
236. NPM NPM HT NPM
237. NPM NPM HT HT
238. NPM NPM HT HT
239. NPM NPM NPM HT
240. NPM NPM HOM HT
241. NPM NPM NPM NPM
242. HT HOM NPM NPM
243. NPM NPM NPM NPM
244, NPM NPM NPM HT
245, NPM NPM HT NPM
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Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
246. NPM NPM NPM HT
247. NPM HT HOM NPM
248. NPM NPM HT NPM
249, NPM HT HT NPM
250. NPM NPM HT NPM
251. NPM NPM HOM HOM
252. NPM HT HT HOM
253. NPM NPM NPM NPM
254. NPM NPM HOM HT
255. NPM NPM NPM NPM
256. NPM NPM HT HT
257. NPM NPM HT NPM
258. NPM NPM HT HT
259. NPM NPM NPM NPM
260. NPM NPM HT NPM
261. NPM HT HT NPM
262. NPM HT HT NPM
263. NPM NPM HT HT
264. NPM NPM HT NPM
265. NPM NPM NPM HT
266. NPM NPM HT HT
267. NPM NPM HOM HT
268. NPM HT HOM HT
269. NPM NPM HOM HT
270. NPM NPM HOM HT
271. NPM NPM HOM NPM
272. NPM NPM NPM HT
273. NPM NPM NPM HT
274. NPM NPM HT NPM
275. NPM NPM NPM HT
276. NPM NPM HT HT
277. NPM NPM HT NPM
278. NPM NPM HT NPM
279. NPM HT NPM HT
280. NPM NPM HT HOM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
281. NPM NPM NPM NPM
282. NPM NPM HOM NPM
283. NPM NPM HT NPM
284. NPM NPM NPM HT
285. NPM NPM NPM NPM
286. NPM NPM HT NPM
287. NPM NPM HT NPM
288. NPM HT HT NPM
289. HT NPM HT NPM
290. NPM NPM NPM HT
291. NPM NPM NPM HT
292. NPM NPM HOM NPM
293. NPM NPM HT NPM
294, NPM NPM NPM HT
295. NPM NPM HT HT
296. NPM NPM HT NPM
297. NPM NPM HOM HT
298. NPM HT HOM NPM
299. NPM NPM HT HOM
300. NPM NPM HT NPM
301. NPM NPM HOM NPM
302. NPM NPM HT NPM
303. NPM NPM HOM NPM
304. NPM NPM NPM NPM
305. HT NPM HT NPM
306. NPM NPM HT NPM
307. NPM NPM NPM HOM
308. HT NPM NPM HT
309. NPM NPM HOM HT
310. NPM NPM NPM HT
311. NPM NPM HT HT
312. HT NPM HT NPM
313. NPM NPM NPM HT
314. NPM NPM HT NPM
315. NPM NPM HOM NPM
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316. NPM NPM NPM NPM
317. NPM NPM NPM NPM
318. NPM NPM HT NPM
319. NPM NPM NPM HT
320. NPM NPM NPM NPM
321. NPM HT NPM NPM
322. NPM NPM NPM NPM
323. NPM NPM HT NPM
324. HT NPM HOM NPM
325. HT NPM HT HT
326. NPM NPM HT HT
327. NPM NPM NPM NPM
328. NPM NPM NPM NPM
329. NPM NPM HT NPM
330. NPM NPM NPM NPM
331. NPM NPM NPM HT
332. NPM NPM HT NPM
333. NPM NPM HOM NPM
334. HT NPM NPM HT
335. NPM NPM HT NPM
336. NPM NPM NPM NPM
337. NPM NPM NPM NPM
338. NPM HT HT NPM
339. NPM NPM HT NPM
340. NPM NPM HOM NPM
341. HT NPM HT NPM
342. NPM NPM HT HT
343. NPM NPM NPM HT
344, NPM NPM HT NPM
345. NPM NPM HOM NPM
346. NPM NPM HOM NPM
347. NPM NPM HOM NPM
348. NPM NPM NPM NPM
349. NPM NPM HOM HT
350. NPM NPM NPM HT
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351. HT NPM NPM NPM
352. NPM NPM NPM NPM
353. NPM NPM HT NPM
354. NPM HT HOM NPM
355. NPM NPM HT HT
356. NPM NPM NPM NPM
357. NPM NPM HOM NPM
358. NPM NPM HT NPM
359. NPM NPM HT HT
360. NPM NPM HT NPM
361. NPM NPM HT HT
362. NPM NPM HT HT
363. NPM NPM HOM HT
364. NPM NPM HOM HT
365. NPM NPM HOM HOM
366. NPM NPM HT NPM
367. NPM NPM HT NPM
368. NPM NPM HT NPM
369. NPM HT HT NPM
370. NPM NPM NPM NPM
371. NPM NPM HOM NPM
372. NPM NPM HT NPM
373. NPM NPM NPM NPM
374. NPM NPM HT HT
375. NPM NPM HT NPM
376. NPM NPM HT NPM
377. NPM NPM NPM NPM
378. NPM HT NPM NPM
379. NPM NPM NPM NPM
380. NPM NPM HT NPM
381. NPM NPM HOM HT
382. HT HT NPM NPM
383. NPM NPM HOM NPM
384. NPM NPM HT HT
385. NPM NPM NPM NPM

Mercedes Zafra Ceres 221



Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
386. NPM NPM HT NPM
387. NPM NPM NPM NPM
388. NPM NPM HT NPM
389. NPM NPM HT HT
390. NPM NPM HOM NPM
391. NPM NPM HOM HT
392. NPM NPM HOM NPM
393. NPM NPM NPM NPM
394. NPM NPM NPM NPM
395. NPM NPM HT NPM
396. NPM NPM HT NPM
397. NPM NPM HT HT
398. NPM HT HT HOM
399. NPM HT HT HT
400. NPM NPM HT HOM
401. NPM NPM HOM NPM
402. NPM NPM NPM NPM
403. NPM NPM NPM NPM
404. NPM NPM HT HT
405. NPM NPM HT HT
406. NPM NPM HT NPM
407. NPM NPM HT HT
408. NPM NPM HOM NPM
400. NPM NPM HOM NPM
410. NPM NPM NPM HOM
411. NPM NPM HOM NPM
412. NPM NPM HT HT
413. NPM NPM NPM HT
414. NPM NPM HOM HT
415. NPM NPM HT NPM
416. NPM NPM HT HT
417. NPM NPM NPM NPM
418. NPM NPM HT NPM
4109. NPM NPM HT NPM
420. NPM NPM HT NPM
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421. NPM NPM HT NPM
422. NPM NPM HT NPM
423. NPM NPM NPM NPM
424, NPM NPM NPM HT
425. NPM NPM NPM HT
426. NPM NPM HT HOM
427. NPM NPM HT HT
428. NPM HT HT NPM
429. NPM NPM HOM NPM
430. NPM NPM HT NPM
431. NPM NPM HOM NPM
432. NPM NPM NPM NPM
433. NPM NPM HT NPM
434, NPM NPM HT NPM
435. NPM NPM HT NPM
436. NPM NPM HT NPM
437. NPM NPM HT NPM
438. NPM NPM HOM NPM
439. NPM NPM NPM NPM
440. NPM NPM HOM NPM
441. NPM NPM HT NPM
442. NPM NPM HOM NPM
443. NPM NPM NPM NPM
444, NPM NPM HT HT
445. NPM NPM HT NPM
446. NPM NPM HOM HT
447. NPM HT NPM NPM
448. NPM HT NPM NPM
449. NPM NPM HT NPM
450. NPM NPM HOM NPM
451. NPM NPM HOM HT
452. NPM NPM HOM NPM
453. NPM NPM NPM NPM
454, NPM NPM HOM NPM
455. NPM NPM HT NPM
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456. NPM NPM NPM NPM
457. NPM NPM HT NPM
458. NPM NPM HOM NPM
459. NPM NPM HOM NPM
460. NPM NPM HOM NPM
461. NPM NPM HOM NPM
462. NPM NPM NPM HT
463. NPM NPM HOM NPM
464. NPM NPM HT NPM
465. NPM NPM NPM NPM
466. NPM NPM HOM HT
467. NPM NPM HT NPM
468. NPM NPM HT NPM
4609. NPM NPM NPM HT
470. NPM NPM HOM HT
471. NPM NPM HOM NPM
472. NPM HT HT NPM
473. NPM NPM HOM NPM
474. NPM NPM HT NPM
475. NPM NPM HT NPM
476. NPM NPM HT NPM
477. NPM HT NPM NPM
478. NPM NPM NPM NPM
479. NPM HT HT HT
480. NPM NPM NPM HT
481. NPM NPM NPM NPM
482. HT NPM HT NPM
483. NPM NPM HOM HT
484. NPM NPM HT NPM
485. NPM NPM NPM NPM
486. NPM NPM HOM NPM
487. NPM NPM HT NPM
488. NPM NPM HT NPM
489. NPM NPM NPM HT
490. NPM NPM NPM HT
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491. NPM NPM NPM NPM
492. NPM NPM NPM HT
493. NPM NPM HT HOM
494. HT NPM HT NPM
495. NPM HT NPM HT
496. NPM NPM NPM NPM
497. NPM NPM NPM HT
498. NPM NPM HT NPM
499. NPM NPM HOM NPM
500. NPM NPM HT HOM
501. NPM NPM HT NPM
502. NPM NPM HT NPM
503. NPM NPM NPM HT
504. NPM HT NPM NPM
505. NPM NPM HT NPM
506. NPM NPM HT NPM
507. NPM NPM HT NPM
508. NPM NPM NPM HT
500. NPM NPM HOM NPM
510. NPM NPM HT NPM
511. NPM NPM HT NPM
512. NPM NPM NPM HT
513. NPM NPM HOM NPM
514. NPM NPM HT NPM
515. NPM NPM HT NPM
516. NPM NPM NPM HT
517. NPM NPM NPM NPM
518. NPM NPM HOM HT
519. NPM NPM HOM HT
520. HT NPM HT HOM
521. NPM NPM HT NPM
522. HT NPM HT HT
523. HT NPM NPM HT
524, NPM NPM NPM HT
525. NPM NPM NPM NPM
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526. NPM NPM HT NPM
527. NPM NPM HT HT
528. NPM NPM HOM NPM
529. HT HT HOM NPM
530. NPM HT NPM NPM
531. NPM NPM HT NPM
532. NPM NPM HT NPM
533. HT NPM NPM NPM
534. NPM NPM HOM NPM
535. NPM NPM HOM NPM
536. NPM NPM HT NPM
537. NPM NPM HT NPM
538. NPM HT HT NPM
539. NPM NPM NPM NPM
540. NPM HT NPM HT
541. NPM NPM HOM NPM
542. NPM NPM HT NPM
543. HT NPM HOM NPM
544, NPM NPM HT HT
545. NPM NPM NPM NPM
546. NPM NPM HOM NPM
547. NPM NPM HT NPM
548. NPM NPM HT HT
549. NPM NPM HOM HT
550. NPM NPM HOM NPM
551. NPM NPM HOM NPM
552. NPM NPM HOM HT
553. NPM NPM HT HT
554. NPM NPM HOM NPM
555. NPM HT HT HT
556. HT NPM NPM NPM
557. NPM NPM HOM HT
558. NPM NPM HT NPM
559. NPM NPM HOM NPM
560. NPM NPM NPM NPM

226 Mercedes Zafra Ceres



Anexo |. Resultados.
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561. NPM NPM HT HT
562. NPM NPM NPM NPM
563. NPM NPM HT HT
564. NPM NPM NPM NPM
565. NPM NPM HT NPM
566. NPM NPM HOM HT
567. NPM NPM HT NPM
568. NPM NPM NPM HT
569. NPM NPM NPM NPM
570. NPM NPM NPM NPM
571. NPM NPM NPM NPM
572. NPM NPM NPM HT
573. NPM NPM NPM NPM
574. NPM NPM HT NPM
575. NPM NPM NPM NPM
576. NPM NPM HOM HT
577. NPM NPM NPM NPM
578. NPM NPM HT NPM
579. NPM NPM HT NPM
580. NPM NPM NPM NPM
581. NPM NPM HOM HT
582. NPM NPM HT NPM
583. NPM NPM HT HT
584. NPM NPM HOM NPM
585. NPM NPM NPM NPM
586. NPM NPM HT NPM
587. NPM NPM NPM NPM
588. NPM NPM HOM HT
589. NPM HT HT NPM
590. NPM NPM HOM NPM
591. NPM NPM NPM NPM
592. NPM NPM HT HT
593. NPM NPM HT HT
594. NPM NPM NPM NPM
595. NPM NPM HT NPM
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No
596.
597.
598.
599.
600.
601.
602.
603.
604.
605.
606.
607.
608.
6009.
610.
611.
612.
613.
614.
615.
616.
617.
618.
619.
620.
621.
622.
623.
624.
625.
626.
627.
628.
629.
630.

Protrombina
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM

HT
NPM

HT

HT

HT
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
NPM
HT
HOM
HT
HOM
HT
HT
HT
HOM
HT
HOM
HOM
HT
NPM
HT
HT
NPM
NPM
HT
HT
NPM
HT
HT
HOM
HT
HT
NPM
HT
HOM
HT
HT
HOM
HOM
NPM
NPM

Factor XI1
HT
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
HT
NPM
NPM
HT
HT
NPM
NPM
NPM
HT
HT
NPM
HT
NPM
NPM
HT
NPM
HT
HT
NPM
NPM
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N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
631. NPM NPM NPM NPM
632. NPM NPM HOM NPM
633. HT NPM NPM NPM
634. NPM NPM HT NPM
635. NPM NPM NPM HT
636. NPM NPM HT NPM
637. NPM NPM HT NPM
638. NPM NPM HOM HT
639. NPM NPM NPM HT
640. NPM NPM HT NPM
641. NPM NPM HT NPM
642. NPM NPM NPM NPM
643. HT NPM HT NPM
644. NPM NPM HT HT
645. NPM NPM NPM NPM
646. NPM NPM HT NPM
647. NPM NPM HOM NPM
648. NPM NPM HOM HT
649. NPM NPM HT NPM
650. NPM NPM HT NPM
651. NPM NPM HT NPM
652. NPM NPM HT NPM
653. NPM NPM NPM NPM
654. NPM NPM NPM NPM
655. NPM HT HT HT
656. NPM NPM HT HT
657. NPM NPM HOM NPM
658. NPM NPM HT HT
659. NPM NPM HT NPM
660. NPM NPM HOM NPM
661. NPM NPM HT NPM
662. NPM NPM HT NPM
663. NPM NPM HT HT
664. NPM NPM HOM NPM
665. NPM NPM HT NPM
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666. NPM NPM NPM NPM
667. NPM NPM HT NPM
668. NPM NPM NPM NPM
669. NPM NPM HT HT
670. HT NPM HT NPM
671. NPM HOM NPM NPM
672. NPM NPM HT NPM
673. NPM NPM NPM NPM
674. NPM NPM HOM NPM
675. NPM NPM HT NPM
676. NPM NPM HT NPM
677. NPM NPM HOM NPM
678. NPM NPM NPM HT
679. NPM NPM HT HT
680. HT NPM NPM NPM
681. NPM NPM NPM HT
682. NPM NPM HT NPM
683. NPM NPM NPM NPM
684. NPM NPM HT NPM
685. NPM NPM NPM NPM
686. NPM NPM HOM NPM
687. NPM HT HT HT
688. NPM HT HOM NPM
689. NPM NPM HOM NPM
690. NPM NPM HT NPM
691. NPM NPM HT HT
692. NPM NPM HT NPM
693. NPM NPM HT NPM
694. NPM NPM NPM HT
695. HT NPM HOM HOM
696. NPM HT HT NPM
697. NPM NPM HOM NPM
698. NPM NPM NPM HT
699. NPM NPM HT NPM
700. NPM NPM HT NPM
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N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
701. NPM NPM NPM NPM
702. NPM NPM HT NPM
703. NPM NPM HT NPM
704. NPM NPM HT NPM
705. NPM NPM HOM NPM
706. NPM NPM HT NPM
707. NPM NPM HT NPM
708. NPM NPM HT NPM
700. NPM NPM HT NPM
710. NPM HT HT NPM
711. NPM HT HT NPM
712. NPM HT HOM NPM
713. NPM NPM HOM NPM
714. NPM NPM HT NPM
715. NPM NPM HOM NPM
716. NPM NPM HT NPM
717. NPM NPM HOM NPM
718. NPM NPM HOM NPM
719. NPM NPM HOM HT
720. NPM NPM NPM NPM
721. HT NPM HOM NPM
722. NPM NPM HOM HOM
723. NPM NPM NPM NPM
724, NPM NPM NPM HT
725. NPM NPM HT HT
726. NPM NPM NPM HOM
727. NPM NPM HT NPM
728. NPM NPM HT HT
729. NPM NPM HOM NPM
730. NPM NPM NPM HT
731. NPM HT HOM NPM
732. NPM NPM HT NPM
733. NPM NPM NPM HT
734. NPM NPM NPM HT
735. NPM NPM NPM HT
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736. NPM NPM HOM NPM
737. NPM NPM HT NPM
738. NPM NPM HT NPM
739. NPM NPM NPM HT
740. NPM NPM HT NPM
741. NPM NPM HOM HT
742. NPM NPM HOM HT
743. NPM NPM HT NPM
744, NPM NPM HOM NPM
745, NPM NPM HOM HT
746. NPM NPM NPM HT
747. NPM NPM NPM NPM
748. NPM NPM HOM NPM
749. NPM NPM HOM NPM
750. NPM NPM HOM HT
751. NPM NPM HT HT
752. NPM NPM HOM HT
753. NPM NPM NPM NPM
754. NPM NPM HOM NPM
755. NPM NPM NPM NPM
756. NPM NPM NPM HT
757. NPM NPM HT HT
758. NPM HT HOM NPM
759. NPM NPM NPM NPM
760. HT HT HOM HT
761. NPM NPM NPM NPM
762. NPM NPM HT NPM
763. NPM NPM NPM NPM
764. NPM NPM HT NPM
765. NPM HT HT NPM
766. NPM NPM HT NPM
767. HT NPM HT NPM
768. NPM NPM HOM HT
769. NPM NPM HOM HT
770. NPM NPM HT NPM
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771 NPM NPM HOM NPM
772. NPM NPM HOM NPM
773. NPM NPM HT NPM
774. NPM NPM HT NPM
775. NPM NPM HT NPM
776. HT NPM HT HT
777. NPM NPM HOM NPM
778. NPM NPM NPM NPM
779. NPM HT NPM NPM
780. NPM NPM NPM HT
781. NPM NPM HT NPM
782. NPM NPM NPM NPM
783. NPM NPM HT NPM
784. NPM NPM HOM HT
785. NPM NPM HT HT
786. NPM NPM NPM NPM
787. NPM NPM HT NPM
788. NPM NPM HT NPM
789. NPM NPM HT NPM
790. NPM NPM HOM HT
791. NPM NPM HT HT
792. NPM NPM HOM NPM
793. NPM NPM NPM NPM
794. NPM NPM HT HT
795. NPM NPM HOM NPM
796. NPM HT NPM NPM
797. NPM NPM HT HT
798. NPM NPM HT NPM
799. NPM NPM NPM NPM
800. NPM NPM NPM NPM
801. NPM NPM HT HT
802. NPM NPM HT HT
803. NPM NPM NPM HT
804. NPM NPM HT NPM
805. NPM NPM HOM NPM
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806. NPM NPM HOM HT
807. NPM NPM HOM NPM
808. NPM NPM NPM HT
809. NPM HT HT HT
810. NPM NPM NPM HT
811. HT NPM HT HT
812. NPM NPM HOM HT
813. NPM HOM HT NPM
814. NPM NPM HT NPM
815. NPM NPM HT NPM
816. NPM NPM HT NPM
817. NPM NPM HT NPM
818. NPM NPM HT NPM
819. NPM NPM HOM NPM
820. NPM NPM NPM NPM
821. NPM NPM NPM NPM
822. NPM NPM NPM HT
823. NPM NPM NPM HOM
824. NPM NPM HT NPM
825. HT NPM HT NPM
826. NPM NPM HT HT
827. NPM HT HOM HT
828. NPM NPM HT NPM
829. NPM NPM HT HT
830. NPM NPM NPM NPM
831. NPM NPM HT NPM
832. NPM HT HOM HT
833. HT NPM HT NPM
834. NPM HT HT NPM
835. NPM NPM HT HT
836. NPM NPM HOM HT
837. NPM HT HT NPM
838. NPM NPM NPM HT
839. NPM NPM HOM NPM
840. HT NPM NPM NPM
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841. NPM NPM NPM HT
842. HT NPM HOM NPM
843. NPM NPM HT HT
844, NPM NPM NPM NPM
845. NPM NPM HT HT
846. NPM NPM HOM NPM
847. NPM NPM HT NPM
848. NPM NPM HT HT
849. NPM NPM HT HT
850. NPM NPM HT HT
851. NPM NPM HT HT
852. NPM NPM HOM NPM
853. NPM NPM HOM HT
854. NPM NPM HT NPM
855. NPM HT HOM NPM
856. NPM NPM HOM HT
857. NPM NPM HOM NPM
858. NPM NPM HT NPM
859. NPM NPM HOM NPM
860. HT NPM NPM NPM
861. NPM NPM HT NPM
862. NPM NPM HT HT
863. NPM NPM HOM NPM
864. NPM NPM HT HT
865. NPM NPM HT NPM
866. NPM NPM HT NPM
867. NPM NPM HT NPM
868. NPM NPM NPM HT
869. NPM NPM NPM NPM
870. NPM NPM HT NPM
871. NPM NPM HT *
872. NPM NPM HT NPM
873. NPM NPM HT HT
874. NPM HT HT HT
875. NPM NPM HT NPM
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876. NPM NPM NPM NPM
877. NPM NPM HT NPM
878. NPM NPM HT NPM
879. NPM NPM NPM NPM
880. NPM NPM HT HT
881. NPM NPM HT NPM
882. NPM NPM NPM NPM
883. NPM NPM NPM HT
884. NPM NPM NPM HT
885. NPM NPM NPM NPM
886. NPM NPM HT NPM
887. NPM NPM HT NPM
888. NPM NPM NPM NPM
889. NPM NPM HT NPM
890. NPM NPM HT NPM
891. NPM NPM HT NPM
892. HT NPM HT NPM
893. NPM NPM HOM NPM
894. NPM NPM HOM HT
895. NPM NPM HT NPM
896. HT HT HT NPM
897. NPM NPM NPM NPM
898. NPM NPM NPM NPM
899. NPM NPM NPM HT
900. NPM NPM HOM HT
901. NPM NPM NPM HT
902. NPM NPM NPM NPM
903. NPM NPM HT NPM
904. NPM NPM HOM NPM
905. NPM NPM NPM NPM
906. NPM NPM NPM NPM
907. NPM NPM NPM NPM
908. NPM NPM NPM NPM
909. NPM NPM HT NPM
910. NPM NPM NPM HT
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911. NPM NPM NPM NPM
912. NPM NPM HOM HT
913. NPM NPM HT HOM
914. NPM NPM HT NPM
915. NPM NPM HT NPM
916. NPM NPM HT NPM
917. NPM NPM HT NPM
918. NPM NPM HT NPM
919. NPM NPM NPM NPM
920. NPM NPM NPM NPM
921. NPM NPM NPM NPM
922. NPM NPM HT HOM
923. NPM NPM HOM NPM
924, NPM NPM HT NPM
925. NPM NPM HOM NPM
926. NPM NPM HOM NPM
927. NPM NPM HT NPM
928. NPM NPM NPM NPM
929. HT NPM NPM HT
930. NPM NPM HT NPM
931. NPM NPM NPM NPM
932. HT NPM HOM NPM
933. NPM NPM HT HT
934. HT NPM NPM NPM
935. NPM NPM HT NPM
936. NPM NPM NPM NPM
937. NPM NPM HT NPM
938. NPM NPM NPM HT
939. NPM NPM HOM NPM
940. NPM NPM HOM NPM
941. NPM NPM HT NPM
942. NPM NPM HT NPM
943. NPM NPM HOM NPM
944, NPM NPM HT NPM
945. NPM NPM HOM NPM

Mercedes Zafra Ceres 237



Anexo |. Resultados.

Ne Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
946. NPM NPM HOM NPM
947. NPM NPM HT HT
948. NPM NPM HOM NPM
949, NPM NPM HT HT
950. NPM NPM HOM NPM
951. NPM NPM HT NPM
952. NPM NPM NPM NPM
953. NPM NPM HOM NPM
954. NPM HT NPM HT
955. NPM NPM NPM NPM
956. NPM NPM HT HT
957. NPM NPM HT NPM
958. NPM NPM HT NPM
959. NPM NPM NPM HT
960. NPM NPM NPM NPM
961. NPM NPM HOM HT
962. NPM NPM NPM NPM
963. NPM NPM HT NPM
964. NPM NPM HOM NPM
965. NPM NPM HT NPM
966. NPM HT HOM HT
967. NPM NPM HT NPM
968. NPM NPM NPM NPM
969. NPM HT NPM NPM
970. NPM NPM HT NPM
971. NPM NPM NPM HT
972. NPM NPM HT HT
973. NPM NPM HOM HT
974. NPM NPM NPM HOM
975. NPM NPM HOM NPM
976. NPM NPM HT NPM
977. NPM NPM HT NPM
978. NPM NPM HT NPM
979. NPM NPM NPM NPM
980. NPM HT HT HT
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
981. NPM NPM HOM HT
982. NPM NPM HT NPM
983. NPM NPM NPM HT
984. NPM NPM HT NPM
985. NPM NPM NPM NPM
986. NPM NPM NPM NPM
987. NPM NPM NPM NPM
988. NPM NPM NPM NPM
989. NPM NPM HT NPM
990. NPM NPM HT NPM
991. NPM NPM HT NPM
992. NPM NPM NPM NPM
993. NPM NPM NPM HT
994. NPM NPM HOM HT
995. NPM NPM HT NPM
996. NPM NPM HOM NPM
997. NPM NPM HT NPM
998. NPM NPM HT HT
999. NPM HT NPM NPM
1000. NPM NPM HT NPM
1001. NPM NPM HOM NPM
1002. NPM NPM HT HT
1003. NPM NPM NPM NPM
1004. NPM NPM NPM NPM
1005. NPM NPM HT NPM
1006. NPM NPM HT NPM
1007. NPM NPM NPM HT
1008. NPM NPM HT HT
10009. NPM NPM NPM NPM
1010. NPM NPM NPM NPM
1011. NPM NPM NPM NPM
1012. NPM NPM HT NPM
1013. NPM NPM NPM NPM
1014. NPM NPM NPM NPM
1015. NPM NPM HOM NPM
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Anexo |. Resultados.

NO

1016.
1017.
1018.
1019.
1020.
1021.
1022.
1023.
1024.
1025.
1026.
1027.
1028.
1029.
1030.
1031.
1032.
1033.
1034.
1035.
1036.
1037.
1038.
1039.
1040.
1041.
1042.
1043.
1044.
1045.
1046.
1047.
1048.
1049.
1050.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
NPM
NPM

HT
HT
HT
NPM
HT
HOM
HOM
NPM
HT
HT
NPM
HOM
NPM
HOM
HOM
NPM
HOM
NPM
HT
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
HT
HT
HT
HT
HOM
NPM
NPM
NPM
HOM

Factor XI11
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
HOM
HT
HT
HT
HT
HT
HT
NPM
NPM
HT
NPM
HT
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
HOM
NPM
HT
NPM
HT
HOM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1051. NPM NPM HT HT
1052. NPM NPM NPM NPM
1053. NPM NPM HT NPM
1054. NPM NPM HOM HT
1055. NPM NPM HT NPM
1056. NPM NPM HT NPM
1057. NPM NPM HT NPM
1058. NPM NPM HT HT
1059. NPM NPM HT NPM
1060. NPM NPM NPM NPM
1061. NPM NPM NPM NPM
1062. NPM NPM HT NPM
1063. NPM HT NPM NPM
1064. NPM NPM HT NPM
1065. NPM NPM NPM NPM
1066. NPM NPM NPM NPM
1067. NPM NPM HT HT
1068. NPM NPM HOM NPM
1069. NPM NPM HT HT
1070. NPM NPM HOM NPM
1071. NPM NPM HT HT
1072. NPM HT NPM HOM
1073. NPM NPM NPM HT
1074. NPM NPM HT NPM
1075. NPM NPM HT NPM
1076. NPM NPM NPM NPM
1077. NPM NPM HOM NPM
1078. NPM NPM HT NPM
1079. NPM NPM NPM NPM
1080. NPM NPM HT NPM
1081. NPM NPM HT HT
1082. NPM NPM NPM HT
1083. NPM NPM HT HT
1084. NPM NPM HT NPM
1085. NPM NPM NPM NPM
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Anexo |. Resultados.

NO

1086.
1087.
1088.
1089.
1090.
1091.
1092.
1093.
1094.
1095.
1096.
1097.
1098.
1099.
1100.
1101.
1102.
1103.
1104.
1105.
1106.
1107.
1108.
1109.
1110.
1111.
1112.
1113.
1114.
1115.
1116.
1117.
1118.
1110.
1120.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
HT
HT

NPM
HT
HOM
NPM
HOM
NPM
NPM
HT
HT
HT
HT
HT
HT
NPM
HT
HT
NPM
HT
NPM
NPM
HOM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
HT
HT
NPM
NPM
HOM
HT
HOM

Factor XI1
NPM
HT
HT
NPM
NPM
HT
NPM
HT
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1121. NPM NPM NPM *
1122. NPM NPM HT *
1123. NPM NPM HT *
1124, NPM NPM NPM *
1125. NPM NPM HT *
1126. NPM NPM NPM *
1127. NPM NPM HT *
1128. NPM HT HOM NPM
1129. NPM NPM HOM HT
1130. NPM NPM NPM NPM
1131. NPM NPM NPM HT
1132. NPM NPM HOM HT
1133. NPM NPM HT *
1134. NPM NPM HT *
1135. NPM NPM HT *
1136. NPM NPM HT *
1137. NPM NPM HOM *
1138. NPM NPM NPM *
1139. NPM NPM HT *
1140. NPM NPM HT *
1141. NPM NPM HT *
1142, NPM NPM NPM *
1143. NPM HT HOM *
1144, NPM NPM NPM *
1145. NPM NPM NPM *
1146. NPM NPM HOM *
1147. NPM HT NPM *
1148. HT HT HT *
1149. NPM HT HT *
1150. HT HT NPM *
1151. HT NPM NPM *
1152. NPM NPM HT *
1153. NPM NPM HT *
1154, NPM NPM HT *
1155. NPM NPM HT *
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Anexo |. Resultados.

NO

1156.
1157.
1158.
1159.
1160.
1161.
1162.
1163.
1164.
1165.
1166.
1167.
1168.
1169.
1170.
1171.
1172.
1173.
1174.
1175.
1176.
1177.
1178.
1179.
1180.
1181.
1182.
1183.
1184.
1185.
1186.
1187.
1188.
1189.
1190.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
HT
HT

NPM
NPM
NPM
HT
HOM
NPM
HT
HOM
HT
HT
NPM
HT
HT
HOM
HOM
NPM
HOM
NPM
NPM
HOM
HOM
HT
NPM
NPM
HT
HT
HT
NPM
HOM
HT
HT
NPM
HT

Factor XII

*
*
*
*
*

*

HOM

HOM
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1191. NPM NPM HT *
1192. NPM NPM HT *
1193. NPM NPM HOM *
1194. NPM HT HT *
1195. NPM HT HOM *
1196. NPM NPM NPM *
1197. NPM NPM HT HOM
1198. NPM NPM NPM *
1199. NPM NPM HOM HOM
1200. NPM NPM HT *
1201. HT NPM HT *
1202. NPM NPM HT *
1203. NPM NPM HOM *
1204. NPM NPM NPM *
1205. NPM NPM NPM *
1206. NPM NPM NPM *
1207. NPM NPM HT *
1208. NPM HT HOM *
1209. NPM NPM NPM *
1210. NPM NPM HT *
1211. NPM NPM HOM *
1212. NPM HT HT *
1213. NPM NPM NPM *
1214. NPM NPM HT *
1215. NPM NPM HT HOM
1216. NPM NPM HOM *
1217. NPM NPM NPM *
1218. NPM NPM NPM *
1219. NPM NPM HOM *
1220. NPM NPM HT *
1221. NPM NPM NPM *
1222. NPM NPM NPM *
1223. NPM NPM HT *
1224, NPM NPM NPM *
1225. NPM NPM HOM *

Mercedes Zafra Ceres 245



Anexo |. Resultados.

NO

1226.
1227.
1228.
1229.
1230.
1231.
1232.
1233.
1234.
1235.
1236.
1237.
1238.
1239.
1240.
1241.
1242.
1243.
1244,
1245,
1246.
1247.
1248.
1249.
1250.
1251.
1252.
1253.
1254,
1255.
1256.
1257.
1258.
1259.
1260.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT

Factor V
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
HT
HOM
HT
HT
HT
NPM
HOM
HT
NPM
HT
HOM
HOM
HOM
HT
HT
HOM
HT
NPM
NPM
HOM
NPM
HOM
HT
HOM
HOM
HOM
NPM
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HT
NPM

Factor XII

*
*

*

246

Mercedes Zafra Ceres



Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1261. HT HT HT *
1262. NPM HT HT *
1263. HT HT NPM *
1264. NPM NPM NPM *
1265. NPM NPM HT *
1266. NPM NPM HT *
1267. NPM NPM HT *
1268. HT NPM HT *
1269. NPM NPM NPM *
1270. NPM NPM NPM *
1271. NPM HT HT *
1272. NPM HT HT *
1273. NPM NPM NPM *
1274, NPM NPM HT *
1275. NPM NPM NPM *
1276. NPM NPM HOM *
1277. NPM NPM NPM *
1278. NPM NPM NPM *
1279. NPM NPM NPM *
1280. NPM NPM NPM *
1281. NPM NPM HT *
1282. NPM NPM HOM *
1283. NPM NPM HT *
1284. NPM NPM HT *
1285. NPM NPM HOM *
1286. NPM NPM NPM *
1287. NPM NPM HT *
1288. HT NPM NPM *
1289. NPM NPM NPM *
1290. NPM NPM HT *
1291. NPM NPM HT *
1292. NPM NPM HT *
1293. NPM NPM HT *
1294, NPM NPM HT *
1295. NPM NPM HT *
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Anexo |. Resultados.

NO

1296.
1297.
1298.
1299.
1300.
1301.
1302.
1303.
1304.
1305.
1306.
1307.
1308.
1309.
1310.
1311.
1312.
1313.
1314.
1315.
1316.
1317.
1318.
13109.
1320.
1321.
1322.
1323.
1324.
1325.
1326.
1327.
1328.
1329.
1330.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
HT
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

MTHFR
HT
HT
HT

NPM
HT
HT
HT
HT
HT

NPM
HT

NPM

NPM

NPM

NPM

NPM

NPM
HT
HT

NPM
HT
HT

NPM
HT
HT

NPM
HT

NPM

NPM
HT
HT

HOM
HT
HT

HOM

Factor XII

*
*

*
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1331. NPM NPM NPM *
1332. NPM NPM HOM *
1333. NPM NPM HT *
1334. NPM NPM NPM *
1335. HT NPM HT *
1336. NPM NPM NPM *
1337. NPM NPM NPM *
1338. NPM NPM HT *
1339. NPM HT HT *
1340. NPM HT HOM *
1341. NPM NPM HOM *
1342. HT NPM HT *
1343. NPM NPM NPM *
1344, NPM NPM HT *
1345. NPM NPM HT *
1346. NPM NPM HT *
1347. NPM NPM HT *
1348. NPM NPM NPM *
1349. HT HT HT *
1350. HT NPM HT *
1351. NPM NPM HT *
1352. NPM NPM HT *
1353. NPM NPM HT *
1354, NPM NPM NPM *
1355. NPM NPM NPM *
1356. NPM NPM NPM *
1357. NPM NPM HT *
1358. NPM NPM HT *
1359. NPM HT HT *
1360. NPM NPM HT *
1361. NPM NPM HT *
1362. NPM NPM HOM *
1363. NPM NPM HT *
1364. NPM NPM NPM *
1365. NPM NPM HT *
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Anexo |. Resultados.

NO

1366.
1367.
1368.
1369.
1370.
1371.
1372.
1373.
1374.
1375.
1376.
1377.
1378.
1379.
1380.
1381.
1382.
1383.
1384.
1385.
1386.
1387.
1388.
1389.
1390.
1391.
1392.
1393.
1394.
1395.
1396.
1397.
1398.
1399.
1400.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
NPM

MTHFR
HT
NPM
HOM
HT
NPM
NPM
HOM
NPM
HOM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
HT
HOM
NPM
HOM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
NPM
HOM
HT
NPM
HOM
NPM
HT
HT
HT

Factor XII

*
*

*
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1401. NPM NPM HOM *
1402. NPM NPM HT *
1403. NPM NPM NPM *
1404. NPM NPM NPM *
1405. NPM NPM HT *
14086. HT NPM HT *
1407. NPM NPM HT *
1408. NPM NPM NPM *
1409. NPM NPM HT *
1410. NPM NPM NPM *
1411. NPM NPM HT *
1412. HT NPM NPM *
1413. NPM NPM HT *
1414, NPM NPM NPM *
1415. NPM HT HOM *
1416. NPM NPM HT *
1417. NPM NPM NPM *
1418. NPM NPM NPM *
1419. NPM NPM HT *
1420. NPM NPM HT *
1421. NPM NPM NPM *
1422, NPM NPM HT *
1423. NPM NPM HOM *
1424, NPM NPM NPM *
1425. NPM NPM HT *
1426. NPM NPM HOM *
1427. NPM NPM HOM *
1428. NPM NPM HT *
1429. NPM NPM HOM *
1430. NPM NPM HT *
1431. NPM HT HT *
1432. NPM NPM NPM *
1433. NPM NPM HOM *
1434, NPM NPM HT *
1435. NPM NPM NPM *
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Anexo |. Resultados.

NO

1436.
1437.
1438.
1439.
1440.
1441.
1442.
1443.
1444,
1445.
1446.
1447.
1448.
1449,
1450.
1451.
1452.
1453.
1454,
1455,
1456.
1457.
1458.
1459.
1460.
1461.
1462.
1463.
1464.
1465.
1466.
1467.
1468.
1469.
1470.

Protrombina
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

Factor V
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM
NPM

HT

MTHFR
HT
HOM
NPM
NPM
HOM
NPM
NPM
NPM
HT
NPM
HT
HOM
HT
HT
HT
NPM
NPM
HT
HT
HT
NPM
HT
HOM
NPM
HT
NPM
NPM
NPM
HT
HT
HOM
HT
HT
HT
HT

Factor XII

*
*

*
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Anexo |. Resultados.

N° Protrombina Factor V MTHFR Factor X11
1471. NPM NPM HOM *
1472. NPM NPM NPM *
1473. NPM NPM HT *
1474, NPM NPM HT *
1475. NPM NPM NPM *
1476. NPM NPM NPM *
1477. NPM NPM HT *
1478. NPM NPM HT *
1479. NPM NPM NPM *
1480. NPM NPM HT *
1481. NPM NPM NPM *
1482. NPM NPM NPM *
1483. NPM NPM NPM *
1484, NPM NPM NPM *
1485. NPM NPM HOM *
1486. NPM NPM HT *
1487. NPM NPM NPM *
1488. NPM HT HT *
1489. NPM NPM NPM *
1490. NPM NPM HT *
1491. NPM NPM HT *
1492. NPM HT HT *
1493. NPM NPM HT *
1494, NPM NPM HT *
1495. NPM NPM HT *
1496. NPM NPM HT *
1497. NPM NPM NPM *
1498. NPM NPM NPM *
1499. NPM NPM HT *

*: No realizado.
HT: Heterocigoto.
HOM: Homocigoto.

NPM: No presenta mutacion.
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Anexo |. Resultados.

Media de los 21 parametros del “Estudio de Trombofilias” en los 931
pacientes.

Parametro de laboratorio Media
Actividad Protrombina (70-130) 109.32
Tiempo Trombina (13-22) 14.58
INR (0.8-1.2) 0.98
Fibrindgeno (180-400) 329.66
Dimero D (0-234) 150.73
Factor V11 (50-120) 131.02
APTT (22-32) 31.68
AT Il funcional (80-120) 105.37
Proteina C funcional (50-130) 111.29
Proteina S funcional (50-130) 102.76
VV Russel diluido (0-1.2) 1.07
Resistencia Proteina C (> 2.04) 2.93
Homocisteina (5-15) 11.84
TTPA-SP (22-32) 28.79
Plasmindgeno (76-126) 99.93
Ac. Anticardiolipina IgM (0-12) 2.75
Ac. Anticardiolipina 1gG (0-12) 4.27
Ac. B 2 Glucoproteina 1 IgM (0-12) 1.71
Ac . 2 Glucoproteina 1 IgG (0-12) 1.96
o 2 Antiplasmina 110.29
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