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RESUMEN: Los fendmenos trombodticos son multifactoriales, algunos de tipo adquiridos y otros
heredados.De estos Ultimos, el Factor V Leiden (FVL) y la mutacion G20210A de la protrombina (FII G20210A)
son los mas estudiados con distintas prevalencias que varian segun poblacion y raza, alta en Europa y casi
nula en paises asiaticos. En Chile existe poca informacion en relacion a la prevalencia de estas mutaciones.
El objetivo fue conocer la prevalencia del FVL y la mutacion FII G20210A en pacientes con antecedentes de
fendmenos tromboticos de la ciudad de Temuco, Region de la Araucania. Se realizaron analisis genéticos
para el estudio de trombofilia FVL y mutacion FII G20210A desde enero del 2012 hasta diciembre del 2013.
Se analizaron 332 examenes mediante la técnica de PCR en tiempo real y el genotipo de cada mutacidn se
determind mediante curva de Melting. Se encontrd una prevalencia promedio del 2,28% para el FVLy 6.49%
para la mutacion FII G20210A respectivamente. No se encontraron mutaciones en estado homocigoto.
Ambas mutaciones estan presentes a nivel local, siendo importante evaluar el riesgo asociado a su presencia
en el paciente con antecedentes de fendmenos trombdticos., teniendo la mutacién FII G20210A una alta
prevalencia en nuestra poblacidn, por lo que se recomienda realizar o solicitar su estudio genético.

PALABRAS CLAVE: Trombofilia; Factor V Leiden; Mutaciéon de la protrombina; Trombosis
venosa profunda.

INTRODUCCION

posicion de un individuo a desarrollar trombos
debido a una anormalidad en la hemostasis.

Los fendomenos trombdticos como trombo-
sis venosa profunda (TVP) y embolismo pulmonar
(EP) tienen un origen multifactorial, con factores

adquiridos como el consumo de cigarrillos, pe- El FVL es una mutacion puntual en el gen

riodos postoperatorios, consumo de pastillas
anticonceptivas entre otros, y factores
genéticos,donde los mas estudiados son la mu-
tacion del factor V de la coagulacién, llamado fac-
tor V Leiden (FVL) y la mutacion G20210A de la
protrombina (FII G20210A). Fenémenos adquiri-
dos y genéticos forman parte de una condicion
clinica denominada trombofilia que es la predis-

del factor V de la coagulacion donde existe una
sustitucion de Adenina por Guanina en el
nucledtido 1691 (G1691A) y provoca que el fac-
tor V sea resistente a la accion anticoagulante de
la proteina C (Bertina ef a/., 1994). La mutacion
FII G20210A también es una mutacion puntual
que ocurre en el nucledtido 20210 en la region
promotora del gen de la protrombina, donde
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existe una sustitucion de Guanina por Adenina
que ocasiona el aumento en los niveles de
protrombina en el plasma (Poort ef a/., 1996);
ambas mutaciones llevan a un estado de
hipercoagulabilidad lo que aumenta el riesgo de
formar trombos y sufrir fendmenos trombdticos.
El estatus heterocigoto y homocigoto también
afecta el estado de hipercoagulabilidad siendo, en
ambo casos, el estado de homocigoto para la mu-
tacion un mayor factor de riesgo para la forma-
cion de trombos (Bertina et a/.; Poort et al.).

La prevalencia de estas mutaciones es de-
pendiente de la raza. El FVL y la mutacion FII
G20210A son mas prevalentes en la poblacion
caucasica, sobre todo el FVL (Jadaon, 20113,
2011b). En poblacion europea, el FVL muestra
hasta en un 50% de prevalencia en trombosis
familiarespero la prevalencia no es homogénea
en Europa mas bien tiene una distribucion re-
gional, siendo Grecia considerado el pais con
mas alta prevalencia llegando al 7%, sin em-
bargo la migracion poblacional en Europa ha lle-
vado a que estos datos se modifiquen a lo largo
del tiempo; en el afio 2005 Italia reportaba una
prevalencia de FVL de un 1,4% (Buaduer &
Lacombe, 2005), mientras que en el sur de Ita-
lia el afio 2009 se reportd una prevalencia de
un 9,5% en (Sottilitta, 2009).

En Chile a diferencia de la poblacion
caucasica, FVL y mutacion FII G20210A se en-
cuentran en una prevalencia similar. En un gru-
po de pacientes con trombosis se detectd un
5,4% de prevalencia para FVL y para mutacion
FII G20210A, respectivamente (Palomo ef a/.,
2005). En otro estudio, el mismo autor encon-
tré que en poblacion normal no indigena del
centro-sur de Chile la prevalencia de FVL y
mutacion FII G20210A fue de 1,25% vy 1,33%
respectivamente mostrando la cercania de la
prevalencia tanto en pacientes como en perso-
nas sanas (Palomo ef a/., 2009).

Al observar grandes diferencias en la pre-
valencia de ambas mutaciones a nivel mundial,
es necesario conocer cual es la prevalencia a
nivel local, sobre todo si pensamos que la po-
blacion de la regidn de la Araucania es una po-
blacion con un fuerte componente de descen-
dencia mapuche y la hace distinta al resto de la
poblacion de otras regiones de nuestro pais. El
objetivo de esta investigacion fue determinar la
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prevalencia del FVL y la mutacion FII G20210A
en pacientes con antecedentes de fendmenos
trombdticos de la ciudad de Temuco, en la Re-
gion de la Araucania.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6é un estudio descriptivo de corte
transversal sobre examenes genéticos para el
estudio de trombofilia FVL y mutacion FII
G20210A desde Enero del 2012 hasta diciem-
bre del 2013 solicitados al Laboratorio
Inmunologico del Sur de la ciudad de Temuco,
Region de la Araucania.

Todas las muestras fueron recolectadas por
puncidn venosa braquial y colocadas en tubo con
anticoagulante EDTA y se enviaron al laboratorio
a temperatura ambiente. La extraccion de ADN
se realizd a partir de sangre con el kit Wizard
Genomic DNA purification Kit de Promega. En
breve, 900 ul de soluciéon de lisis y 300 pl de
sangre del paciente se colocaron en un tubo
eppendorf. Se mezcld por inversion e incubo por
10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
centrifugo y elimind el sobrenadante cuidando
de no arrastrar el pellet de células blancas. Se
resuspendio el pellet y agregaron 300 ul de so-
lucion de lisis nuclear, incubando por 15 minutos
a 37°C, posteriormente se agregaron 100 ul de
solucion de precipitacion de proteinas y se vorteo
vigorosamente hasta visualizar los precipitados
de proteinas en forma de grumos en el tubo. Se
centrifugo y mezclaron partes iguales del
sobrenadante con isorpopanol, para ser mezcla-
das por inversion suavemente hasta visualizar la
hebra de ADN. Posteriormente se lavé con etanol
70% vy dejoé secar a temperatura ambiente; el
ADN se resuspendio en solucion de rehidratacion
por 1 hora a 65°C.

El estudio del genotipo se hizo mediante la
técnica de PCR en tiempo real con sondas FRET
en el equipo LightCyclera 1.5 de Roche con el kit
Factor V Leiden kit (Roche Diagnostic) para la
mutacion Factor V Leiden y el kit Factor II
(Prothrombin) G20210A Kit (Roche Diagnostic)
para mutacion FII G20210A de la protrombina
siguiendo las instrucciones del fabricante, don-
de para cada mutacion, se colocd en un capilar
de vidrio 15 pl del mix de PCR del respectivo kit
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y 5 ul de ADN extraido de cada paciente. Se cen-
trifugo y colocd en equipo LightCycera 1.5 con el
programa de PCR con curva de melting. Final-
mente se realiz6 analisis de curva de melting para
determinar el genotipo de cada mutacion.

Los datos extraidos fueron ingresados en

una tabla de datos por un solo operardor, y lue-
go analizados de manera descriptiva.

RESULTADOS

De un total de 332 exdmenes de
trombofilias hereditarias realizados entre los

afios 2012 y 2013, 178 fueron dirigidos para la
determinacion de FVL, correspondientes a un
53,61% de las muestras, mientras que 154 fue-
ron para la determinacion de la mutacion FII
G202120A, correspondiente a un 46,38% del
total de examenes solicitados.

En relacidon a el FVL, sélo se encontrd la
mutacion en estado heterocigoto con una pre-
valencia en la poblacién estudiada de un 1,08%
el afio 2012 (1 caso) y un 3,48% el afio 2013 (3
casos). Para la mutacion FII G20210A también
se encontré la mutacién sélo en estado
heterocigoto, con una prevalencia de un 6,49%
para el afio 2012 y 2013 (5 casos cada afio)
(Fig. 1).
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Fig. 1. Factor V Leiden y mutacién G20210A de la protrombina en pacientes con
antecedentes de fendmenos trombdticos en la ciudad de Temuco entre los afios

2012 y 2013.

Tabla I. Genotipo Factor V Leiden. G/G es genotipo homocigoto
wild type, G/A es genotipo heterocigoto y A/A genotipo

homocigoto para la mutacion.

Ao

FVL G/G FVL G/A FVLA/A Total
2012 91 1 0 92
2013 83 3 0 86
Total 174 4 0 178

Tabla II. Genotipo mutacién FII G20210A de la protrombina.
G/G es genotipo homocigoto wild type, G/A es genotipo
heterocigoto y A/A genotipo homocigoto para la mutacion.

Aiho

FII G/ G FII G/A FII A/A Total
2012 72 0 77
2013 72 0 77
Total 144 10 0 154
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El detalle de la distribucion individual por
genotipos en los pacientes con trombofilias he-
reditarias se puede ver en las Tablas I y II tanto
para el FVL y mutacion FII G20210A, respecti-
vamente.

DISCUSION

Cada afio va en aumento la esperanza de
vida de la poblacién en nuestro pais (DEIS,
2004) y con ello las enfermedades relacionadas
con la edad; si a esto agregamos el estilo de
vida y factores genéticos, existe una creciente
demanda en atencién de salud. Los fendmenos
trombdticos se encuentran dentro de los
gatillantes de enfermedades cerebrovasculares,
una de las principales causas de muerte en nues-
tro pais (DEIS, 2010). Asi, la demanda de estu-
dios genéticos que evallen el riesgo de sufrir
trombosis, han adquirido importancia en los ul-
timos afios. El aumento de demanda de estos
tipos de examenes trae consigo la necesidad de
conocer como es la distribucion de estas muta-
ciones en nuestra poblacidn, ya que su preva-
lencia y asociacion a fenomenos tromboticos es
dependiente de la raza.

De los examenes realizados para estudio
genético de trombofilia entre los afios 2012 vy
2013, el 16,85% sdlo solicito la determinacion
del genotipo para FVL. Sin embargo, el estudio
genético para trombofilia deberia contemplar
como base el FVL y la mutacion FII G20210A, lo
cual deja a éste grupo de pacientes sin la de-
terminacion de ésta Gltima mutacién, la que
segun el analisis de nuestros datos, 2,28% vs.
6,40% para el FVL y la mutaciéon FII G20210A
(respectivamente), es la trombofilia genética
mas prevalente en pacientes con antecedentes
de trombosis.

En un estudio realizado en Santiago de
Chile el afio 2004, se reportd una prevalencia
del FVL de 18,2% y de mutacién FII G20210A
del 9,6% en pacientes pertenecientes al insti-
tuto de enfermedades circulatorias (IEC). La alta
prevalencia del FVL discrepa con nuestros re-
sultados y muestra una mayor semejanza a la
prevalencia de poblaciones europeas (Srur ef
al., 2004); esto podria explicarse por
carateristicas propias de la poblaciones en nues-
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tro pais, lo que evidencia ademas de diferen-
cias de tipo cultural, algunas médicas vy
genéticas. Por otra parte, la alta prevalencia de
ambas trombofilias podrian deberse a los crite-
rios de seleccion utilizados en éste estudio y
gue se obtuvieron de examenes derivados al
laboratorio segun la solicitud criterio del médi-
co tratante. Un estudio realizado en la regidn
de la Araucania el afio 2010, sobre un grupo de
pacientes con TVP encontrd una prevalencia de
FVL del 0% y no se realizo estudio de mutacion
FII G20210A (Guzman & Salazar, 2010). Esta
nulaprevalencia de FVL es algo inusual y esta
en contraste con otros estudios realizados en
nuestro pais (Srur et a/.; Palomo et a/., 2005;
Palomo ez a/., 2009), donde se ha reportado el
FVL tanto en poblacion con TVP y poblacion sana
(control).

También difiere con lo encontrado en nues-
tro trabajo donde vemos una prevalencia de FVL
del 2,28%. Esta diferencia podria deberse a la
técnica de laboratorio utilizada para la determi-
nacidon del genotipo, ya que en nuestro estudio
se utilizo la técnica de PCR en tiempo real con
sondas FRET y extraccion de ADN mediante kit
comercial, mientras que en el estudio de
Guzman & Salazar se utilizé el clasico estudio
de PCR-RFLP para el screnning de FVL, técnica
menos sensible y mas engorrosa; ademas, re-
sulta interesante que en el estudio no se deter-
mind la mutacion FII G20210A de la protrombina
gue segln nuestros datos, es una mutacion que
se encuentra en nuestra poblacién. Frances et
al. (2006) en Espafia encontraron una preva-
lencia de FVL y mutacion FII G20210A del 2,03%
y 5,3% respectivamente, planteando que esta
distribucion en la poblacion espafiola ha influi-
do en las frecuencias en la poblacion america-
na.

El haber sélo encontrado presencia de FVL
y mutacion FII G20210A en estado heterocigoto,
concuerda con lo reportado a nivel mundial,
donde siempre es mayor la prevalencia en éste
estado, por lo que deberian ser evaluados un
mayor numero de pacientes con el fin de obser-
var si en nuestra poblacion hay presencia de
mutacion en estado homocigoto. La mutacion
FII G20210A en estado heterocigoto es consi-
derada un medianofactor de riesgo para feno-
menos trombdticos, pero si agregamos facto-
res adquiridos crecientes en nuestra poblacion
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como sedentarismo, consumo de cigarrillos,
anticonceptivos orales, entre otros, existe un
factor de riesgo para fendmenos tromboticos
aumentado. Especial relevancia tiene éste tipo
la mutacion FII G20210A en mujeres en edad
reproductiva, ya que el retraso en la materni-
dad lleva consigo el consumo de anticonceptivos
orales por mas afios y es éste mismo grupo de
mujeres donde el consumo de cigarrillos ha au-
mentado significativamente.

De acuerdo a los datos aqui presentados de
prevalencia de FVL y FII G20210A, se pone en
evidencia la importancia de hacer el estudio
genético de ambas mutaciones y no solo de una,
ya que seria un estudio genético incompleto. En
nuestra poblacion especifica encontramos la pre-
sencia del FVL y la mutacion FII G20210A con una
alta prevalencia, por lo que es importante evaluar
el riesgo asociado a su presencia en el paciente
con antecedentes de fendmenos tromboticos.

MUﬂOZ, M.; VI'\SQUEZ, C. & INOSTROZA, J. Prevalence of Factor V Leiden and prothrombin G20210A
mutation in patients with a history of thrombotic phenomena in Temuco, Araucania region. /nt. J. Med.
Surg. Sci., 1(1):51-56, 2014.

SUMMARY: Thrombotic phenomena are multifactorial phenomena with both acquired and inherited
factors. Factor V Leiden (FVL) and G20210A mutation of prothrombin (FIIG20210A) are the most studied
inherited factors, with a prevalence that varies by population and race, high in Europe and almost nil in Asian
countries. Information concerning the prevalence of these mutations in Chile is scarce. The aim of this study
was to determine the prevalence of FVL and FII G20210A mutation in patients with a history of thrombotic
events in the city of Temuco, Araucania region. Genetic analysis for FVL Thrombophilia and FIIG20210A
mutation was performed from January 2012 to December 2013.Three hundred thirty-three screenings by
PCR in real time and the genotype of each mutation were determined and analyzed by Melting curve. We
found an average prevalence of 2.28% for the FVL, whereas FIIG20210A mutation was 6.49%. No mutations
were found in homozygous state. Both mutations are present in our population, it is therefore important to
evaluate the risk associated with their presence in patients with a history of thrombotic events. In our
specific population FII G20210A mutation is highly prevalent, thus genetic studies should be realized or

requested.

KEY WORDS: Thrombophilia; Factor V Leiden; Prothrombin mutation; Deep venous

thrombosis.
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