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Factor V Leiden y mutacion de la
protrombina G20210A en pacientes
con trombosis venosa y arterial
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Factor V Leiden and prothrombin
G20210A among Chilean patients
with venous and arterial thrombosis

Background: Factor V Leiden and G20210A mutation of
prothrombin gene are two important genetic polymorphisms associated with an increased risk for
thrombosis. Aim: To establish the prevalence of factor V Leiden and prothrombin G20210A mutation
in the Chilean population and their association to venous and arterial thromboembolism. Material
and methods: A case-control study was conducted where 149 patients with thrombosis (87 with
arterial and 62 with venous thrombosis) confirmed by CAT-scan, electrocardiogram and cardiac
enzymes or Doppler depending on the case, and 160 healthy blood donors were genetically analyzed
for the presence of both polymorphisms. Results: Factor V Leiden mutation was found in 5.4% of
patients and in 1.3% of healthy controls (p=0.04). Heterozygosity for G20210A prothrombin mutation
was found in 5.4% of patients and in 2.5% of the control group (p=NS). When arterial and venous
thrombosis were considered as separate entities, 4.6% of patients with arterial thrombosis and 6.5%
with venous thrombosis presented factor V Leiden (p=NS). Likewise, 8.1% of patients with venous
thrombosis and 3.5% of patients with arterial thrombosis had G20210A prothrombin mutation
(p=NS). Conclusions: In non selected consecutive Chilean patients with arterial and venous
thrombosis the frequency of factor V Leiden and prothrombin G20210A is less than we could expect
from their prevalence in the general population (Rev Méd Chile 2005; 133: 1425-33).
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La trombosis es una enfermedad multifactorial
en la que participan tanto factores adquiridos
como genéticosh2. En relacién a estos Gltimos,
dos polimorfismos han sido implicados con mayor
frecuencia, el factor V Leiden y la mutacion del
gen de la protrombina (PT) G20210A34.

En 1993, Dahlb4ck et al® describieron la
resistencia a la accion de la proteina C activada
(RPCA), la cual es causada por una substitucion
nucleotidica, G por A en posicién 1691 (G1691A)
en el gen del factor V (FV) humano, lo que se
traduce en un reemplazo a nivel aminoacidico de
Arg por GIn en posicion 506, que produce un FV
resistente a la inactivacion por la PCAS. El FV
Leiden esta presente en 20-50% de los pacientes
que desarrollan trombosis venosab8 y su frecuen-
cia se encuentra en alrededor de 5% de individuos
normales caucasicos, y en menor frecuencia en
minorias étnicas de Estados Unidos de Norteamé-
rica (EE.UU.) y en la poblacion de Asia, Africa y
América Latina”%12. En los portadores heterocigo-
tos del FV Leiden, el riesgo de sufrir, un evento
tromboético aumenta 3-7 veces*710y en los homo-
cigotos 80 veces*. En trombosis arteriales, el FV
Leiden tiene poca importancia, al menos en
pacientes no seleccionados®13, aunque la muta-
cion podria tener importancia en mujeres jévenes
y pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM)
con angiografia coronaria negatival:®.

El segundo polimorfismo es una variacién gené-
tica de la regién 3' no codificante del gen de la PT;
corresponde a una subtitucion de G por A en la
posicién 20210 (G20210A). Esta mutacién se asocia a
un aumento del nivel plasmatico de la PT, especial-
mente en los homocigotos (A/A)1415, La elevacion
plasméatica de la protrombina se asocia con la
inhibicién de la proteina S, cofactor de la PCAS;
también disminuye la actividad anticoagulante no
dependiente de la PCA lo que aumenta el riesgo de
trombosis!’. Este polimorfismo se asocia con un
incremento de 3 veces el riesgo de sufrir un evento
trombdético venoso en heterocigotos (G/A), compa-
rado con individuos normales homocigotos (G/G)8-
22 La importancia de la mutacién PT G20210A en la
trombosis arterial atin no esta suficientemente clara®;
algunos estudios sugieren que podria ser un riesgo
de IAM en fumadores jovenes?324, La prevalencia de
este polimorfismo ha sido estudiado en varias
poblaciones siendo mas comudn en el sur (2,3%-
6,5%) que el norte (1,2%-2,6%) de Europa, y es muy

rara en Asia e individuos de ascendencia asiati-
cal82529 En un grupo de Groenlandia no se
encontrd la mutacién3C. El proposito de este estudio
fue determinar la prevalencia de ambos polimorfis-
mos en pacientes no seleccionados con trombosis
arterial y venosa.

PacienTes Y METODOS

Pacientes. Estudiamos 149 pacientes con trombo-
sis diagnosticada en el Hospital Regional de Talca.
El promedio de edad fue de 57+17 afios; 47,6%
fueron hombres y 52,4% mujeres (Tabla 1).
Ochenta y siete (58,4%) pacientes presentaron
trombosis arterial (accidente vascular encefalico
(AVE)=36,3% e IAM=22,2%), y 62 (41,6%) presen-
taron trombosis venosa profunda (TVP).

La trombosis venosa fue confirmada por veno-
grafia y Doppler y en los casos de trombosis
arterial por tomografia axial computarizada (TAC),
electrocardiograma, enzimas cardiacas y Doppler,
segln cada caso. Para obtener informacion sobre
eventos trombéticos previos y conocer los factores
de riesgo clasicos de trombosis de los pacientes,
se utilizé un cuestionario estandarizado. De los 36
pacientes que presentaban historia de trombosis,
35,7% era venosa y 64,3% arterial; de ellos 2
pacientes tenian FV Leiden y ninguno presentd
mutacién de la PT G20210A. La informacion sobre
factores de riesgo de trombosis se obtuvo en 127
pacientes. El factor de riesgo mas frecuente para
trombosis arterial fue la hipertension (59,1%),
seguido de tabaquismo (39,3%), obesidad (24,6%),
dislipidemia (22,9%) y diabetes (21,3%). Cancer
fue el factor de riesgo mas frecuente para trombo-
sis venosa (8,9%). La edad (>55 afios), un factor
de riesgo tanto para trombosis arterial como
venosa, estuvo presente en 62,1% de los pacien-
tes. El 25,7% de los pacientes presentd algin
evento trombaético previo y sélo uno tenia familia
con historia de trombosis.

El grupo control estuvo formado por 160
donantes sanos de sangre. Una muestra de 4 ml
de sangre fue recolectada de cada paciente y
control, la que fue anticoagulada con 1 ml de
EDTA (1 mg/ml).

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Universidad de Talca y cada
paciente firmé un consentimiento informado.
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Tabla 1. Tipos de trombosis y factores de riesgo clasicos en los pacientes estudiados

Factores de riesgo

Trombosis arterial (n: 61)
Hipertension
Obesidad
Tabaquismo
Dislipidemias
Diabetes

Trombosis venosa (n: 45)
Enfermedad neoplasica
Embarazo
Anticonceptivos oral
Terapia de reemplazo hormonal
Cirugia reciente

Ambas trombosis (n: 140)
Edad >55 afios
Trombosis previas
Historial de trombosis familiar

n 149

Edad 57+17

Sexo Mujeres 52,4%

Hombres  47,6%

Tipo de trombosis Mujeres Hombres
Trombosis venosa profunda 62 (41,6%) 40 22
Infarto agudo de miocardio 33 (22,2%) 12 21
Accidente vascular encefalico 54 (36,3%) 26 28

36 (59,1%)
15 (24,6%)
24 (39,3%)
14 (22,9%)
13 (21,3%)

4 (8,9%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

87 (62,1%)
36 (25,7%)
1 (0,7%)

Andlisis genético de la mutacion G1691A (detec-
cién del FV Leiden). EI ADN se extrajo de leucoci-
tos de sangre periférica usando un procedimiento
de extraccién estandar, no enzimatico®L. La ampli-
ficacion y digestién del ADN se realiz6 de acuerdo
a lo descrito previamente832, Brevemente, para la
PCR RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction
Fragment Length Polymorphism), la reaccién en
cadena de la polimerasa, se realizd6 en un volu-
men final de 25 uL, conteniendo: amortiguador de
reaccion (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KClI), 10
mM MgCl,, 400 uM de cada dNTP, 0,4 uM de
partidores (primer 1. 5-TGCCCAGTGCTTAACA-
AGACCA-3' y primer 2: 5-TGTTATCACACTGGT-
GCTAA-3) 100 a 500 ng de ADN genémico, y 5 U
de Taq polimerasa (Invitrogen Life Technologies).
La amplificacion se realiz6 en un termociclador
(PTC-100 thermocycler, Mj. Research Inc.): la de-

naturacion inicial fue a 94°C por 5 min seguido de
39 ciclos a 94°C por 20 s, 62°C por 15 s, 72°C por
40 s y la extension final a 72°C por 10 min. Para la
digestion se utilizé la enzima de restriccion Mnll
(New England Biolabs, Beverly, MA). El producto
digerido de PCR fue analizado en un gel de
agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio
(Figura 1).

Analisis genético de la mutacién de la protrombi-
na G20210A. Se utilizé PCR anidado (Nested
PCR); el método reportado por Poort et al33
detecta la mutacién usando un PCR alelo especifi-
co, sin la necesidad de digestiéon con una enzima
de restriccion. Se utilizan dos partidores externos
(1 forward: 5-TCCGCCTGAAGAAGTGGATA-3' y
2 backward: 5-GAGTGCTCGGACTACCAGCGT-
GC-3) y dos partidores internos forward (nested)

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION

1427



B Rev Méd Chile 2005; 133: 1425-1433

300

200

10

Putrdn  Producto cigoso  cigoto Normal
P PCR

Homn- Hetero-
AA Gy GG
267 pb
2000 pb
163 pb
LT |:II:|
37 pb

Figura 1. Producto de amplificacion de la PCR de pacientes con FV Leiden y controles. Una banda de 267 pb
resulta de la amplificacion del PCR. Los productos de la enzima de restriccién consisten en 3 fragmentos de
163, 67 y 37 pb en individuos normales. En presencia del FV Leiden un corte se pierde y solo 2 fragmentos de

200 y 67 pb son observados.

(3 forward: 5'-TTCCCAATAAAAGTGACTCTCAG-
CA-3'y 4 forward: 5-TTCCCAATAAAAGTGACTC-
TCAGCG-3"). Los dos partidores internos 3 y 4
difieren en el dltimo nucleétido, por ejemplo
20210 G o A. El fragmento de ADN de 270 pb
producido por los partidores externos 1y 2 sirven
como un templado para los partidores 3 6 4 y un
control interno de la reaccion de PCR. Al usar los
partidores 3 6 4 generan un fragmento de 148 pb.
Brevemente, el producto de PCR fue generado
por un termociclador (PTC-100 thermocycler Mj
Research Inc.). Como volumen final de reaccion
se utiliz6 25 uL: 0,52 uM de cada primer, 400 uM
de cada dNTP, 5 U de Taq polimerasa (Fisher
Biotech, Pittsburgh, PA), 7 mM de MgCl, y
amortiguador de reaccion (10 mM Tris-HCI pH
8,3, 50 mM KCI). La mezcla se sometio a 33 ciclos
con una denaturacién inicial a 95°C por 1 min con
un annealing a 62°C por 1 min y una etapa de

extensién a 67°C por 2 min. Los productos de PCR
fueron analizados en un gel de agarosa al 3%
teflido con bromuro de etidio (Figura 2).

Estadistica. Las diferencias estadisticas entre pa-
cientes y controles se determind mediante formula
de chi-cuadrado para variables categéricas y test t
para variables continuas. El odds ratio (OR) y 95%
de intervalo de confianza (ICs) fue estimado para
cada uno de los dos polimorfismos estudiados.
Para estimar el efecto de varios factores de riesgo
sobre la aparicion de trombosis, se utilizd un
modelo de regresiéon lineal que incluyé edad,
tabaquismo, hipertension arterial, hipercolestero-
lemia o diabetes. Combinaciones de los polimor-
fismos con tabaquismo y factores de riesgo
metabdlicos fueron incluidos para la regresion
logistica y ajustado para la OR con 95% ICs. El
nivel de significancia fue de 5% (0,05).
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Figura 2. NESTED PCR usado para la deteccion de la mutacion en el gen de la PT G20210A. Se observa una
banda de 270 pb, la cual corresponde al fragmento de ADN producido por los partidores externos. El uso del
primer 3 de la mutacién en presencia y del primer 4 en ausencia de la misma producen un fragmento de 148

pb. *Control.

ResuLTADOS

Prevalencia de los polimorfismos protrombdticos.
La prevalencia del FV G1691A fue de 5,4% en los
pacientes y 1,3% en el grupo control (OR=4,2, 1,0-
29,3; p:0,04). La prevalencia de la mutacién PT
G20210A fue 5,4% y 2,5% en los pacientes y grupo
control, respectivamente (OR=2,0; 0,6-8,9; p: NS)

(Tabla 2). Tanto en los pacientes como en el
grupo control no se encontré individuos homoci-
gotos para el FV Leiden o la mutacion de la PT
G20210A. Asumiendo el equilibrio de Hardy-
Weinberg, la frecuencia alélica predictiva para los
pacientes heterocigotos fue de 6,0 para ambas
mutaciones. En la Tabla 3 se resume la frecuencia
alélica y genotipica del FV Leiden y la mutacion

Tabla 2. Prevalencia del factor VV Leiden y mutacion de la protrombina G20210A
en pacientes con trombosis y controles

Protrombina G20210A

Pacientes Grupo control Odds ratio p
(n:149) (n:160)
Polimorfismo n % n %
Factor V Leiden 8 5,4 2 1,3 4,2 (1,0-29,3) 0,04
Protrombina G20210A 8 5,4 4 2,5 2,0 (0,6-8,9) NS
Factor V Leiden + 3 2,1 0
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Tabla 3. Distribucion del genotipo y frecuencia alélica en el factor V Leiden
y protrombina G20210A en pacientes con trombaosis y controles sanos

Frequencia alélica Genotipo

FV Leiden Protrombina FV Leiden Protrombina

(G1691A) G20210A (G1691A) G20210A

n G A G G/G G/A A/A G/G G/A A/A

Pacientes 149 0,97 0,03 0,97 0,03 141 8 0 141 8 0
(94,6) (5,4) (94,6) (5,4)

Controles 160 0,99 0,01 0,99 0,01 158 2 0 156 4 0
Sanos (98,8) (1,2) (97,5) (2,5)

(), porcentaje.

de la PT G20210A en pacientes con trombosis y el
grupo control. De los ocho pacientes que presen-
taban FV Leiden, 2 de ellos eran mujeres jévenes y
otros 2 presentaban asociado 1AM. El 15,7% de los
pacientes eran fumadores jévenes de los cuales
ninguno presentd algdn polimorfismo.

Encontramos que 13/149 (8,7%) de los pacien-
tes presentaron el polimorfismo para el FV
G1691A, la mutacion de la PT G20210A o ambos.
En 10/136 (6,8%) de los casos se encontré solo un
polimorfismo: (a) 5 pacientes solo FV Leiden, de
ellos 3 casos presentaban TVP y 2 AVE, (b) 5
pacientes sélo la mutacién de la PT G20210A, de
ellos 4 presentaban TVP y 1 AVE, y (c) 4 pacientes
ambos polimorfismos, de ellos 3 casos presenta-
ban IAM y 1 presenté TVP (Tabla 4). En el grupo
control 26/160 (1,3%) fueron positivos para el FV
Leiden y 4/160 (2,5%) para la mutaciéon de la PT
G20210A.

En el grupo con trombosis venosa, se encontré
que 4/62 (6,5%) pacientes presentaron FV Leiden
y 5/62 (8,1%) para la mutacion de la PT G20210A
(p: NS). De los 87 pacientes con trombosis arterial
4 (4,6%) presentaron FV Leiden y 3 (3,5%) la
mutacion de la PT G20210A (p: NS).

Se observd que 2/36 (5,5%) de los pacientes
tenia historia de trombosis. Se encontré que 4/127
(3,2%) de los pacientes con al menos un factor de
riesgo clasico presentaban FV Leiden; tres de éstos
tenian algun factor de riesgo para trombosis
arterial (un paciente presentaba HTA, obesidad,
tabaquismo, dislipidemia y los otros dos sélo
dislipidemia) y un paciente presenté cancer como
factor de riesgo de trombosis venosa. El promedio
de edad de dichos pacientes fue 51,8+21,6 afios.
Por otra parte 4/127 (3,2%) de los pacientes con al
menos un factor de riesgo clésico presentaron la
mutacién de la PT G20210A, en todos los casos

Tabla 4. Prevalencia del factor V Leiden y protrombina G20210A en pacientes con trombosis (n: 149)

n %
Un polimorfismo
Factor V Leiden? 5 3,4
Protrombina G20210AP 5 34
Dos polimorfismos
Factor V Leiden + protrombina G20210A° 3 2,1

a) Trombosis venosa profunda (TVP) (n: 3), Accidente vascular encefélico (AVE) (n: 2).

b) TVP (n: 4), AVE (n: 1).

¢) Infarto agudo de miocardio (IAM) (n: 3), TVP (n: 1).
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eran factores de riesgo de trombosis arterial (dos
pacientes presentaban HTA y los otros dos dislipi-
demia). La edad promedio de estos pacientes fue
56+17,9 afios.

Discusion

Existen varias alteraciones hereditarias en que se
ha demostrado una clara asociacion en el aumen-
to del riesgo de presentar trombosis tales como la
deficiencia de antitrombina Ill, de proteina C y de
proteina S, entre otras34. Sin embargo, los factores
de riesgo hereditario como el FV Leiden y la
mutacién de la PT G20210A son los mas frecuen-
temente asociados con trombosis!112:35.36_ E| ob-
jetivo de este estudio fue investigar la prevalencia
de estos polimorfismos en pacientes chilenos con
trombosis arterial y venosa.

Estudios previos muestran que la prevalencia
del FV Leiden es de alrededor de 5% en caucasi-
cos y mucho menor en otros grupos étnicos’:9-12,
En Argentina, la frecuencia de individuos sanos es
de 1,6-3%37.

La mutacion de la PT G20210A es mas comuUn
en el sur que en el norte de Europa y es muy rara
en Asia e individuos con ascendencia asiatica?®
29.38 De acuerdo a un estudio desarrollado en la
region de Catalufia, la poblacion espafiola presen-
ta una alta prevalencia de esta mutacion (6,5%)%8.
En Argentina, la mutacién se presenta en 2% de
los individuos sanos y en 7,2% de los pacientes
con trombosis venosa3’.

Nuestros hallazgos, aun cuando el nimero de
individuos normales fue limitado, sugieren que la
prevalencia de FV leiden y de la mutacién de la
PT G20210A es de aproximadamente 1,3% y 2,5%,
respectivamente, en la poblacién no indigena en
Chile.

Nosotros encontramos que 5,4% de los pacien-
tes, tanto para la trombosis venosa como arterial,
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