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ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS FACTOR V LEIDEN Y
PROTROMBINA G20210A EN PACIENTES ESTUDIADOS PARA
TROMBOFILIA EN UN HOSPITAL PUBLICO DE MENDOZA ARGENTINA.

Resumen:

El término Trombofilia, se emplea para describir un desorden en el mecanismo
hemostatico que condiciona una predisposicion para desencadenar un evento trombatico.
Los polimorfismos mas frecuentes asociados a trombofilia involucran a los genes que
codifican el Factor V y Factor Il de la coagulacion, denominandose dichas variantes
Factor V Leiden y Protrombina G20210A.

El objetivo de este estudio fue determinar y analizar la prevalencia de ambas variantes
genéticas en una poblacién de individuos estudiados para trombofilia en el Hospital
Central de Mendoza. Este trabajo pretende proveer mas literatura y datos de referencia

en relacién a la incidencia de estos polimorfismos entre individuos en Argentina.

Materiales y métodos: se analizaron 192 muestras sanguineas de pacientes que
concurrieron al Hospital Central para el estudio de trombofilia, mediante amplificacién de
material genético por la técnica PCR — RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction

Fragment Length Polymorshism), y posterior tratamiento con enzimas de restriccion.

Resultados: Para la determinacién del Factor V Leiden, el 7,81 % de las muestras
analizadas resultaron con un genotipo heterocigota GA, el 92,19 % con genotipo
homocigota G, mientras que no se encontraron muestras con genotipo homocigota A. En
cuanto a la determinacion de la Protrombina G20210A, el 4,7 % de las muestras
resultaron con un genotipo heterocigota GA, el 94,8 % con genotipo homocigota G, y el

0,5 % con genotipo homocigota A.

Conclusiones: la identificacion de estos polimorfismos es importante ya que puede

contribuir a la evaluacién y manejo de pacientes con enfermedad tromboembalica.

Palabras claves: Trombofilia, Factor V Leiden, Protrombina G20210A, PCR — RFLP.
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1. Introduccion:

La enfermedad tromboembdlica (ET) es la tercera causa de muerte cardiovascular
después del infarto agudo de miocardio (IAM) y el accidente cerebro vascular (ACV), y
se considera entre las principales causas de muerte intrahospitalaria. La trombosis
venosa profunda (TVP) y el tromboembolismo pulmonar (TEP) conforman la ET (Grande
Ratti et al., 2018).

En Argentina se estima que mas de sesenta mil personas sufren trombosis venosa por
ano, cuarenta y ocho mil TVP y quince mil TEP. La tasa de mortalidad del TEP es mayor

al 30% lo cual se traduce en 4300 muertes por afo (Rios et al., 2020).

La ET suele ser recurrente y si bien puede darse a cualquier edad, se acrecienta en
personas afosas debido a la presencia de multiples comorbilidades. La ausencia de una
causa que justifique la aparicion de un evento trombdético conduce a la busqueda de

trombofilias o de una neoplasia oculta (Ubaldini et al., 2016).

Debido a la importancia clinica de esta patologia, se ha incrementado el interés de
identificar a aquellos individuos mas susceptibles a desarrollarla con el fin de adoptar
medidas terapéuticas o profilacticas mas adecuadas. Entre los factores de riesgo que
pueden conducir a un estado de hipercoagubilidad, se encuentra la trombofilia
hereditaria, definida como una tendencia genéticamente determinada a desarrollar

tromboembolismo venoso.

Dentro de las trombofilias hereditarias podemos nombrar aquellas debidas a alteraciones
en los genes que codifican proteinas plasmaticas involucradas en mecanismos
anticoagulantes naturales, como: déficits de Antitrombina (Egeberg et al., 1965), Proteina
C (Griffin et al., 1981) y Proteina S (Comp et al., 1984). Estas alteraciones, si bien estan
asociadas a un alto riesgo de trombosis, son muy poco frecuentes en la poblacion.
Presentan una incidencia menor al 0,2 % en el caso del déficit de Antitrombina, y menor

al 0,5% en los déficits de Proteina C y Proteina S (Vargas Ruiz, 2019).
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Otras alteraciones genéticas que producen trombofilias hereditarias involucran a los
genes que codifican a las proteinas de coagulacion: Factor V (FV) y Factor I

(Protrombina).

También podemos nombrar a la variante termolabil de la Metilen Tetrahidro Folato
Reductasa (MTHFR — C677T), enzima que actua en el metabolismo de la homocisteina,

como un polimorfismo genético frecuente en la poblacion (Frosst et al.,1995).

Anteriormente se creia que los polimorfismos de la MTHFR (C677T y A1298C) eran
factores determinantes en el abordaje genético de la trombosis, pero estudios mas
recientes han desvirtuado dicha hipdtesis y han demostrado que la existencia de altos
niveles de homocisteina, no necesariamente ligada a estos polimorfismos, es la que se
relaciona con la aparicién de un primer evento de trombosis venosa (Hernandez et al.,
2014).

Los polimorfismos de la MTHFR, si bien en estudios individuales han mostrado tener
alguna relacion con patologia trombética, segun la Guia de Diagndstico y tratamiento de
la Sociedad Argentina de Hematologia (SAH), no hay suficiente evidencia que justifique
incluirlos en el algoritmo diagnostico de pacientes con sospecha de trombofilia (Altuna et
al., 2021).

1.1. FactorV

En 1993 Dahlback et al. describieron la resistencia a la proteina C activada (RPCA). Al
realizar un ensayo in vitro con plasma de individuos con historia familiar de trombosis,
observaron una pobre respuesta anticoagulante tras la adicién de Proteina C Activada
(PCA). El ensayo se basaba en la realizacion de la prueba de coagulacion: Tiempo de
Tromboplastina Parcial Activada (APTT). La modificacion de Dahlback consistia en
calcular un cociente a partir de 2 APTT, obtenidos al realizar la prueba en presencia y
ausencia de PCA. La PCA degrada proteoliticamente a los factores V y VIII activos (FVa,
FVIlla) de la coagulacién, por lo tanto, al agregar un purificado de la misma, el tiempo

deberia alargarse; sin embargo, esto no ocurria.
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En 1994 Bertina et al. publicaron su asociacion con un defecto genético simple: la
sustitucién de una Guanina por una Adenina en el nucleétido 1691 del gen que codifica
el FV de la coagulacion (G1691A), el cual se localiza en el exén 10 de dicho gen en el
cromosoma 1. Esta sustitucién lleva a un cambio de una Arginina (Arg) por una Glutamina
(GIn) en la posicion 506 de la proteina, el cual es uno de los principales sitios de clivaje
de la PCA. Esto conduce a un aumento en la resistencia a la accién proteolitica de dicha
proteina y por lo tanto se ve disminuida la actividad anticoagulante de la misma. Este

defecto genético fue denominado Factor V Leiden.

1.1.1. Gen que codifica al Factor V

El Factor V es codificado por un gen largo (aproximadamente 70 Kb), localizado en la
region q21 — 25 del cromosoma 1. Presenta 25 exones y 24 intrones, ademas de los
extremos 5y 3'no traducidos. Los exones presentan tamafos variados: entre 72 — 2820

pares de bases (pb).

Figura 1: Estructura del gen que codifica al Factor V (Zabalegui, 2000).

1.1.2. Funciones del Factor V

Es una glicoproteina plasmatica larga y asimétrica. Puede actuar como proteina
procoagulante o anticoagulante segun se requiera en las distintas situaciones

hemostaticas (Beutler et al., 2007).

Junto al Factor X, en presencia de calcio y en contacto con superficies de membrana,

forma el complejo “Protrombinasa”, que actua activando la Protrombina a Trombina.
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En su forma no activada, potencia la actividad anticoagulante de la Proteina S,
comportandose las dos proteinas como cofactores sinérgicos de la PCA en la

degradacion del Factor VIII.

Por lo tanto, juega un papel importante en la hemostasia, como encargado de mantener

el delicado equilibrio anticoagulante y procoagulante de la sangre.

1.1.3. Estructura del Factor V

El Factor V circula en el plasma como una molécula inactiva (procofactor) de cadena
simple, con un peso molecular (Mr) de aproximadamente 330.000 Dalton. El Factor X y

la Trombina activan este procofactor a cofactor V activo (FVa).

El FVa esta formado por una cadena pesada (Mr 110.000 Dalton) y una cadena ligera (M
73.000 Dalton). Estas cadenas se unen de manera no covalente por intermedio de iones
metal (probablemente calcio). La cadena pesada mantiene el extremo NH2 terminal del
procofactor (residuos 1 — 709 y dominios A1 y A2). La cadena ligera tiene el extremo
COOH terminal (residuos 1546 — 2196, dominios A3 — C1 — C2) (Beutler et al., 2007).

El Factor V es inactivado por la accion proteolitica de la PCA a nivel de la cadena pesada.
Se produce una protedlisis que rompe los enlaces a nivel de las Arg 506, Arg 306 y Arg
679. Se trata de un mecanismo ordenado y secuencial en el que la rotura a nivel de la
Arg 506 es necesaria para una optima exposicion del resto de los aminoacidos diana.
Esto genera fragmentos de 45.000, 30.000, y 22/20.000 Dalton (Beutler et al., 2007).

15



AT TAZ ] B A3 [CifC?]™ V

A )
709 1018 1545

\

A3 [C1§C2
Ve Va

[ A1 [ A2 ]}
A
inactivacion 306 506

\
[A3_[cT[c]
Me (A2 iVa

=81
Al

activacion

Figura 2: Activacion e inactivacion del Factor V (Beutler et al., 2007)

1.1.4. Factor V Leiden

Este polimorfismo de nucledétido simple consiste en una sustitucion de una Guanina por
una Adenina en la posicion 1691 del gen que codifica el factor V. Este cambio se produce

en el exén 10, que esta constituido por 215 nucledétidos (Bertina et al., 1994).

El aminoacido 506 de la proteina normal es la Arginina, la cual es codificada por el triplete
CGA. En presencia de dicha sustitucion, el triplete CAA resultante, codifica una Glutamina
en esa posicion. La PCA no reconoce el sitio de corte en posicion 506 por lo que sigue
buscando las siguientes dianas (Arg 306 y Arg 679). Esto se traduce en un
enlentecimiento en la velocidad de inactivacion del FVa en estas condiciones, en

comparacion con el FVa normal (Bertina et al., 1994).
Esta deficiente inactivacion del FVa tiene como consecuencia:

» Mayor formacién de trombina, reflejada por niveles elevados de fragmentos 1+2
de la protrombina y por complejos Trombina — Antitrombina en pacientes
resistentes a la PCA.

» Pérdida de la eficacia como cofactor de la PCA en |la degradacion del FVIII.
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» Mayor activacion del Inhibidor de la Fibrindlisis Activado por Trombina (TAFI),

como respuesta a la elevada produccion de trombina.

1.1.5. Prevalencia del Factor V Leiden

Su prevalencia en la poblaciéon general varia en funcion del grupo étnico y del area
geografica considerados. Hay razas en las que este polimorfismo no esta presente o se
encuentra en muy baja frecuencia (menor al 1%), como las poblaciones africanas,
asiatica y nativa americana. En la raza caucasica oscila entre un 2 — 7% (Norona
Calvachi, 2015).

En pacientes con un primer evento trombatico la prevalencia oscila entre un 12 — 20% y
en la poblacién con trombosis recurrente puede llegar hasta un 80% (Norofa Calvachi,
2015).

1.1.6. Importancia del Factor V Leiden

El polimorfismo del FV Leiden parece ser el defecto genético asociado a ET mas
prevalente descripto hasta el momento. Explica mas del 90% de los casos de resistencia
ala PCA.

Si no se encontrara asociado a otros defectos genéticos o factores de riesgo
circunstanciales, los eventos trombdticos podrian no presentarse hasta una edad

avanzada, o quizas nunca.

El riesgo de trombosis para individuos heterocigotas es de 3 a 7 veces mayor y para
homocigotas asciende hasta 20 veces. En ciertas situaciones como cirugia, traumatismos
0 embarazo este riesgo se multiplica por 7, en terapia hormonal sustitutiva se multiplica
por 15 y se eleva hasta 35 en pacientes en tratamiento con anticonceptivos orales (Sierra
Aisa et al., 2016).
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Los eventos trombdticos se producen generalmente en territorio venoso, afectando a las
extremidades inferiores, pero también se ha descripto algun evento trombdético aislado en

territorio arterial en forma de infarto cardiaco o ictus (Beutler et al., 2007).

La presencia de la mutacidon homocigota se asocia con aparicion de trombosis en

individuos mas jovenes y con mayor tasa de recurrencia.

Se han encontrado otras mutaciones a nivel del FV que producen variantes de este
polimorfismo, el FV de Hong Kong (FV: R306G) y el FV de Cambridge (FV: R306T).
Estas, estan asociadas a menor riesgo trombético que el FV Leiden (Sierra Aisa et al.,
2016).

1.2. Protrombina

La Protrombina es un precursor de la Trombina, la cual induce la formacién de Fibrina.
En 1996 Poort et al., publicaron un polimorfismo en la region 3'no traducida del gen de la
protrombina, en el nucledtido 20210. Se produce un cambio de una Guanina por una
Adenina (G20210A). Si bien esto no altera la composicion de la proteina, da lugar a un
aumento en la sintesis de protrombina, pudiendo producir niveles mas elevados en
plasma, especialmente en genotipos homocigotas; lo cual puede predisponer a la

trombosis.

1.2.1. Gen que codifica a la Protrombina

La Protrombina es codificada por un gen localizado en el cromosoma 11, compuesto por
14 exones separados por 13 intrones. La regién que flanquea al extremo 5°del gen,
contiene la region promotora y dos 0 mas secuencias de accion, que son porciones de
ADN que actuan como promotores, potenciadores o silenciadores. EI ARNm al que da
lugar, tiene 2.1 Kb e incluye una region 5'no traducida, una secuencia de lectura y una

region 3'no traducida de 97 pb.
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Figura 3: Estructura del gen que codifica a la Protrombina (Zabalegui, 2000).

1.2.2. Estructura de la Protrombina

Es una glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente en el higado. Circula como un
zimogeno de cadena unica con un Mr de aproximadamente 72.000 Dalton y presenta una
vida media de 60 horas. Es una proteina vitamina K dependiente, por lo que necesita de

ésta para ejercer su accion adecuadamente (Beutler et al., 2007).

Estructuralmente puede ser dividida en 2 partes: la mitad amino terminal denominada
fragmento 1,2 (F1+2), contiene 273 aminoacidos y dos cadenas de oligosacaridos unidas
a los residuos Asparagina (Asn) 78 y 100. Este fragmento presenta dos estructuras en
forma de lazo o kringle. Los dominios kringle son estructuras mantenidas por tres puentes
disulfuro. La funcién principal de estos dominios parece ser la union a otras proteinas,
como activadores, sustratos, cofactores o receptores. La otra mitad, que corresponde al
extremo carboxiterminal, es la precursora de la trombina (pretrombina). Contiene unos
306 aminoacidos y una cadena oligosacarida en un residuo Asn con un M: de 36.600
Dalton (Beutler et al., 2007).

1.2.3. Funciones de la Protrombina

La protrombina es un zimoégeno inactivo, que para tener actividad debe ser dividido por
el complejo Protrombinasa (Xa/Va) en dos sitios (Arg 271 y Arg 320). De esta manera el
complejo catalitico, Trombina (Flla), es liberado del resto de la molécula (F1+2).
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Kringle 1 Kringle 1

Gla

Protrombina Fragmento 1.2

Figura 4: Activacion de la Protrombina (Beutler et al., 2007)

La Trombina presenta complejas funciones en los sistemas coagulante, anticoagulante y

fibrinolitico.

» Actividad coagulante: transforma el fibrinbgeno a fibrina, participa en circulos de
retroalimentacion positiva mediante la activacion de las plaquetas y de los factores
de la coagulacion V, VIII, Xl y XIII.

» Actividad anticoagulante: al unirse a la Trombomodulina, interviene en la
activacion de la Proteina C, la cual inhibe la accién coagulante de los Factores Va
y Vllla.

» Actividad Fibrinolitica: forma complejos con el Inhibidor del Activador del
Plasmindgeno (PAI - 1).

» Actividad antifibrinolitica: activa el TAFI (Inhibidor de la fibrindlisis activado por

Trombina).
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1.2.4. Polimorfismo G20210A

Consiste en el cambio de una Guanina por una Adenina en el nucleétido 20210 del gen
que codifica la protrombina. Esta sustitucidon se localiza en la regién 3'no traducida, por
lo tanto, la proteina a la que da lugar, es estructural y funcionalmente igual que la proteina

originada por el gen normal (Poort et al., 1996)

En 1996 Poort et al., comprobaron que este polimorfismo parecia estar mas presente en
pacientes con ET. Observaron diferencias significativas en los niveles de protrombina
plasmatica entre pacientes con genotipo normal (GG) y pacientes con genotipo
heterocigota (GA).

El mecanismo por el cual se produce este incremento en los niveles de protrombina, no
esta del todo claro, pero se cree que este polimorfismo podria suponer una mayor
eficiencia en la transcripcion o una mayor estabilidad del ARN mensajero (ARNm)

transcripto.

1.2.5. Prevalencia del polimorfismo G20210A

Al igual que el FV Leiden, su prevalencia varia en funcion del grupo étnico y el area
geografica considerados. Es poco comun en afroamericanos (0,5 %), asiaticos, y nativos
africanos y americanos. En la poblacién caucéasica se encuentra en el 2 — 4 % de la

poblacion general (Vargas Ruiz, 2019).

1.2.6. Importancia del polimorfismo G20210A

Este polimorfismo se hereda en forma autosémica dominante y es la segunda alteracion
mas frecuente encontrada en individuos con ET. El riesgo relativo de padecer una
trombosis venosa en portadores es 3 — 4 veces mayor que en no portadores. En

homocigotas el riesgo es 10 — 20 veces mayor (Sierra Aisa et. al., 2016).
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Es considerada una trombofilia de bajo riesgo, que expone fundamentalmente a

trombosis venosa profunda, trombosis portal y trombosis venosa cerebral.

Su importancia en trombosis arterial no es suficientemente clara, algunos estudios
sugieren que podria asociarse a un riesgo incrementado de IAM en pacientes fumadores

jovenes.

1.3. Factor V Leiden y Protrombina G20210A en Argentina

Segun la Guia de Diagnostico y tratamiento de la Sociedad Argentina de Hematologia
(SAH) (Altuna et al., 2021), se considera de importancia la busqueda de estos

polimorfismos en:

4+ Pacientes que han tenido un evento trombético antes de los 50 afos:
- Espontaneo o desproporcionado al factor desencadenante.
o Que ocurre bajo tromboprofilaxis adecuada.
o Con fuerte historia familiar.
- Asociado a estrogenoterapia o embarazo / puerperio.
4+ Pacientes con trombosis venosa esplacnica en ausencia de factores locales.
+ Pacientes con trombosis de senos cerebrales en ausencia de factores loco —
regionales.
4+ Pacientes con TVP de miembro superior, y/o cuello, antes de los 50 afios, no
asociada a catéter o compresion.
+ Necrosis cutanea asociada al uso de antagonistas de vitamina K.
+ Nifos y adolescentes con trombosis espontaneas o recurrentes.

4+ Pacientes asintomaticos con historia familiar de trombofilia.

Estudios realizados en nuestro pais revelan que en la poblacién general el 2,9 % de los
individuos son heterocigotas para el polimorfismo FV Leiden y el 2,6 % para el
polimorfismo Protrombina G20210A (Genoud et al., 2000). En pacientes que han sufrido
un primer evento trombético, la prevalencia reportada ha sido de 10 % para FV Leiden y
6,3 % para Protrombina G20210A (lglesias Varela et al., 2001).
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Tanto el FV Leiden como la Protrombina G20210A son los polimorfismos mas
frecuentemente hallados en trombofilias hereditarias. Si bien son considerados factores
trombofilicos de bajo riesgo, su presencia en conjunto con otros factores adquiridos,

podrian aumentar el riesgo de ET.

2. Objetivo:

Determinar la prevalencia total de los polimorfismos Factor V Leiden y Protrombina
G20210A en una poblacién de individuos a los que se les solicitaron pruebas de

trombofilia en el Hospital Central de Mendoza.

Determinar la prevalencia de los polimorfismos Factor V Leiden y Protrombina G20210A

en pacientes con diagnostico de trombosis venosa o arterial.

Evaluar la concordancia entre la determinacion molecular del FV Leiden y el test

coagulométrico de Resistencia a la Proteina C Activada (RPCA).

Detectar alteraciones en pruebas plasmaticas para el estudio de trombofilia en pacientes

que presenten alguno de los polimorfismos estudiados en este trabajo.

3. Materiales y métodos:

3.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, retrospectivo, transversal; el cual se llevé a cabo
en las instalaciones del Hospital Central de Mendoza, en el Servicio de Bioquimica

Clinica, secciones de Hematologia y Biologia Molecular.
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3.2. Poblaciéon estudiada

Se analizaron muestras sanguineas de 192 pacientes (122 mujeres y 70 hombres) que
concurrieron al Hospital Central de Mendoza entre 2017 y 2021, a los cuales se les habia
solicitado estudios de biologia molecular para determinar la presencia de FV Leiden y
Protrombina G20210A. El promedio de edad de dichos pacientes fue de 39 afios (edades

comprendidas entre 15y 77 afos).

3.3. Criterios de inclusion y exclusién

Para la determinacion de la prevalencia de los polimorfismos FV Leiden y Protrombina
G20210A se incluyeron los resultados correspondientes a todos los individuos de la

poblacion estudiada.

Para la determinacion de la prevalencia de los polimorfismos FV Leiden y Protrombina
G20210A en pacientes con diagndstico de trombosis venosa o arterial, solamente se
incluyeron los resultados correspondientes a los individuos de la poblacién estudiada
cuyo diagnéstico de trombosis venosa o arterial figuraba escrito en su pedido médico o
historia clinica. Se excluyeron aquellos individuos de los que no se pudo saber su
diagndstico o que no presentaron especificamente un diagnodstico de trombosis, y

aquellos que se estudiaron solo por presentar antecedentes familiares.

3.4. Procedimiento

3.4.1. Obtencidon de las muestras

De cada individuo se tomd una muestra de sangre entera en tubos comerciales al vacio
de 4 ml totales BD Vacutainer® con anticoagulante EDTA dipotasico (7,2 mg). El ADN
fue extraido de las células sanguineas de la serie blanca, para lo cual se realizo la
separacidon de las mismas (buffy coat) utilizando un medio en gradiente de densidad

(Ficoll Hypaque, densidad: 1,077 g/ml). El buffy coat obtenido fue resuspendido en buffer
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fosfato salino (PBS), y fue conservado en freezer a — 20°C hasta ser usado para la
extraccion de ADN (Austin et al., 1996).

3.4.2. Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN a partir del buffy coat obtenido, usando una técnica de
extraccion con sales de guanidina y etanol (kits DNAzol®, Nucleospin Blood®). El

procedimiento se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante del kit utilizado.

3.4.3. Analisis genético

Las muestras de ADN fueron analizadas mediante PCR — RFLP (Polymerase Chain
Reaction Restriction Fragment Length Polymorshism). La amplificacién en cadena de la
polimerasa (PCR) es una técnica muy sensible, descripta por Kary Mullis en 1986, que
se basa en la obtencién de gran numero de copias de una secuencia especifica de ADN
por replicacion enzimatica, gracias a la repeticion ciclica de tres reacciones simples
(desnaturalizacion, hibridacion, y extensidn), cuyas condiciones solo varian en la

temperatura y tiempo de incubacion.

Se amplificaron las regiones genéticas dentro de las cuales pueden encontrarse o no los
polimorfismos buscados, de esta manera se obtuvo una cantidad de ADN lo

suficientemente alta para ser detectada por electroforesis en gel de agarosa.

Para la deteccion de los polimorfismos se utilizaron enzimas de restriccion cuyo punto de
corte en la secuencia estudiada deja en evidencia un patron de bandas distinto en el caso

de un individuo portador o no portador de dichas variantes.

3.4.3.1. Deteccion de Factor V Leiden

Para determinar FV Leiden se utilizaron primers (cebadores) wild type descriptos por

Bertina et al.
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PRIMER FORWARD 5- TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA — 3" (nt 1581 — 1602)
PRIMER REVERSE 5- TGTTATCACACTGGTGCTAA — 3" (nt 127 — 146 del intrén 10)

Condiciones de la PCR:

Buffer de reaccién (Mint 5x Inbio Highway®) 5ul

Agua libre de nucleasas 2,25 ul

Cloruro de Magnesio (25 mM) 5ul

Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (5mM) 1,5 ul de cada uno (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Primer Forward (20 uM) 0,625 ul

Primer Reverse (20 uM) 0,625 ul

Taq Polimerasa Inbio Highway® (5 U/ul) 0,5 ul

ADN a estudiar (40 — 60 ng/ul) 5ul

La reaccién en cadena de la polimerasa se realizé en un volumen final de 25 ul. La
amplificacion se llevé a cabo en un temociclador “My Gene Series Peltier Thermal Cycler”,
modelo MG 96 G/Y (Long Gene ®), con un programa de ciclado de 38 ciclos (94°C 20
segundos, 60 °C 20 segundos, 72°C 20 segundos) con una desnaturalizacion inicial de 5

minutos a 94°C y una extension final de 5 minutos a 72°C (Bertina et al., 1994).
Se amplificéd un fragmento de 267 pares de bases.

Las muestras amplificadas se sometieron a un proceso de digestion con la enzima de
restriccion Mnl | (10 U/ul Thermo Scientific®) que reconoce los sitios de restriccion CCTC
y actua a 37 °C. Los volumenes utilizados fueron: 13 — 15 ul de las muestras amplificadas
y 1 ul de la enzima de restriccion Mnl |, que fueron incubados a 37 °C overnight. Los
productos de la restriccion se corrieron en un gel de agarosa al 3% p/v, a un voltaje de
130 Volts, por 25 minutos. Para observar el resultado de la accion de la enzima de
restriccion y determinar la presencia de la variante genética, el gel de agarosa fue tefiido
con un colorante de acidos nucleicos (DS View Nucleic, Dongshen Biotech ®, Bromuro
de Etidio) en una proporcién de 1 — 3 ul del colorante de acidos nucleicos por cada 40 ml
de gel de agarosa. Se realiz6 la observacion del mismo a través de un transiluminador
ultravioleta (UV) (Bertina et al., 1994).
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La enzima de restriccion Mnl | reconoce dos sitios de corte en el FV normal, generando
tres fragmentos: 163 pb, 67 pb, 37 pb.

La presencia de la variante genética FV Leiden, elimina un sitio de restriccion por lo tanto
la accioén de la enzima genera 2 fragmentos: 200 pb, 67 pb.

Mediante la observacion del patron de bandas obtenidos en el gel podemos distinguir tres
genotipos:

v" Homocigota Normal G/G: 163 pb, 67 pb, 37 pb.
v" Homocigota Mutado A/A: 200 pb, 67 pb.
v' Heterocigota G/A: 200 pb, 163 pb, 67 pb, 37 pb.

1 2 3 4

200 pb
163 pb 200 phs
100 pb

67 pb

37 pb

Figura 5: Deteccién de FV Leiden. Productos de la restriccion con enzima Mnl | corridos en gel de
agarosa al 3% p/v tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Paciente heterocigota G/A para el

polimorfismo FV Leiden. Carriles 2 y 3: Pacientes homocigotas G/G normales. Carril 4: Marcador
de peso molecular.
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3.4.3.2. Deteccion de la Protrombina G20210A

Para detectar la Protrombina G20210A se utilizaron primers descriptos por Poort et al.:

PRIMER FORWARD 5- TCTAGAAACAGTTGCCTGGC — 3" (nt 19889 — 19908)
PRIMER REVERSE 5- ATAGCACTGGGAGCATTGAA*GC — 3" (nt 20233 — 20212)
(mutado) (*) Sustitucidn nucleotidica

Condiciones de la PCR:

Buffer de reaccién (Mint 5x Inbio Highway®) 5ul

Agua libre de nucleasas 7,25 ul

Cloruro de Magnesio (25 mM) 1,5 ul

Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (5 mM) 1,25 ul de cada uno (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Primer Forward (20 uM) 0,375 ul

Primer Reverse (20 uM) 0,375 ul

Taq Polimerasa Inbio Highway® (5 U/ul) 0,5 ul

ADN a estudiar (40 — 60 ng/ul) 5ul

Al igual que para el FV Leiden, la reaccién en cadena de la polimerasa se realizé en un
volumen final de 25 ul. La amplificacion se llevé a cabo en un temociclador “My Gene
Series Peltier Thermal Cycler”, modelo MG 96 G/Y (Long Gene ®), con un programa de
ciclado de 38 ciclos (94°C 20 segundos, 60 °C 20 segundos, 72°C 20 segundos) con una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C y una extension final de 5 minutos a 72°C
(Poort et al., 1996).

Se amplificd un fragmento de 345 pb.

Las muestras amplificadas se sometieron a un proceso de digestion con la enzima de
restriccion Hind Il (10 U/ul Thermo Scientific®), que reconoce los sitios de restriccion
AAGCTT y actua a 37°C. Los volumenes utilizados fueron 13 — 15 ul de las muestras
amplificadas y 1 ul de la enzima de restriccion Hind lll, que fueron incubados a 37°C
overnight. Los productos de la restriccion se corrieron en un gel de agarosa al 3% p/v, a

un voltaje de 130 Volts, por 35 - 40 minutos. Para observar el resultado de la accion de
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la enzima de restriccion y determinar la presencia de la variante genética, el gel de
agarosa fue tefiido con un colorante de acidos nucleicos (DS View Nucleic, Dongshen
Biotech ®, Bromuro de Etidio) en una proporcion de 1 — 3 ul del colorante de acidos
nucleicos por cada 40 ml de gel de agarosa. Posteriormente fueron visualizados en un
transiluminador UV (Poort et al., 1996).

La enzima de restriccion Hind Ill, solo reconoce un sitio de restriccion en la secuencia
que presenta el polimorfismo G20210A. El punto de corte es generado por la combinacién
del polimorfismo y la sustitucion presente en el primer reverse. Por lo tanto, en ausencia
del mismo, no reconocera ningun sitio de corte quedando el fragmento de 345 pb
amplificado intacto. En presencia del polimorfismo se producen dos fragmentos, de 322
pby 23 pb.

Mediante la observacion del patron de bandas obtenidos en el gel, podemos distinguir

tres genotipos:

v" Homocigota Normal G/G: 345 pb.
v" Homocigota Mutado A/A: 322 pb, 23 pb.
v' Heterocigota G/A: 345 pb, 322 pb, 23 pb.
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345 pb 400 pb

322 pb 300 pb

200 pb

100 pb

Figura 6: Deteccion de la Protrombina G20210A: Productos de la restriccion con enzima Hind Ill
corridos en gel de agarosa al 3% p/v tefido con bromuro de etidio. Carril 1: Paciente heterocigota
G/A para el polimorfismo Protrombina G20210A. Carriles 2 y 3: Pacientes homocigotas G/G
normales. Carril 4: Marcador de peso molecular.

3.4.4. Pruebas plasmaticas

Se recopilaron los resultados correspondientes a pruebas plasmaticas para el estudio de
trombofilia hereditaria. Estos estudios fueron realizados segun lo solicitado en el pedido

médico a la poblacion estudiada. Las pruebas consideradas fueron:

e Test de resistencia a la proteina C activada (RPCA).
e Determinacién de Antitrombina.
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e Determinacion de Proteina S libre.

e Determinacion de Proteina C.

3.4.4.1. Obtenciéon de las muestras

Para estas pruebas se tomaron muestras sanguineas en tubos comerciales al vacio BD
Vacutainer® con anticoagulante citrato de sodio al 3,2% p/v (0,109 M). Las muestras
fueron procesadas en un coagulémetro automatico ACL TOP 300, con reactivos de marca
HemoSIL®.

3.4.4.2. Fundamentos de las técnicas plasmaticas

3.4.4.2.1. Test de resistencia a la proteina C activada (RPCA)

El plasma de la muestra es prediluido con plasma reactivo factor V e incubado con el
reactivo APTT por un periodo estandar de tiempo. La coagulacion es desencadenada por
la adicion de cloruro de calcio (CaClz2) en ausencia y presencia de PCA, registrandose el

tiempo de formacion del coagulo.

La predilucién con plasma reactivo factor V (plasma deficiente en factor V), permite la
normalizacion de las concentraciones de otras proteinas del plasma que actuan en la
formacion y regulacion de la trombina; por lo que aumenta la sensibilidad y especificidad

de la prueba significativamente en relacidén con la presencia del polimorfismo FV Leiden.

Los resultados se expresan en segundos Y ratio:

APTT (PCA/CaCl2)
APTT(CaCl2)

Ratio =

El valor de corte establecido en nuestro laboratorio es de 2,2. Los resultados obtenidos
de esta determinacién fueron evaluados en conjunto con los resultados obtenidos de la

determinacion molecular del FV Leiden.
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3.4.4.2.2. Antitrombina

La deteccion de la antitrombina se realiza en plasma mediante un método cromogénico.
Consiste en la incubacion de la muestra con un reactivo FXa, en presencia de un exceso
de heparina. Luego se cuantifica la actividad del FXa residual con un sustrato
cromogénico sintético que contiene paranitroanilina. La paranitroanilina liberada es
medida cinéticamente a 405 namdmetros, siendo su nivel inversamente proporcional a la
actividad de la antitrombina de la muestra. Los resultados se expresan en porcentaje (%)
de actividad, siendo 80 a 130 % los valores de referencia establecidos en nuestro
laboratorio.

3.4.4.2.3. Proteina S libre

La determinacion se realiza por turbidimetria de particulas de latex. El método utiliza dos
reactivos: una suspensiéon de particulas de latex de poliestireno a la cual se le ha unido
la proteina transportadora de la fraccion C4b del complemento (C4BP) y una suspension
de particulas de latex de poliestireno a las que se les ha unido un anticuerpo monoclonal

especifico contra la Proteina S humana.

La C4BP adsorbida sobre el primer reactivo de latex reacciona con una alta afinidad con
la Proteina S libre del plasma del paciente, en presencia de iones calcio. La Proteina S
libre unida a la C4BP del latex, provoca la aglutinacion del segundo reactivo de latex. El
grado de aglutinacion sera directamente proporcional a la concentracion de Proteina S

libre en el plasma.

Los resultados de Proteina S libre, se informan en porcentaje (%) de normalidad. Los
valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son: para mujer, 55 a 124 %; y
para hombre, 74 a 146 %.
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3.4.4.2.4. Proteina C

La deteccidon de proteina C se realiza mediante un método cromogénico. El ensayo
consiste en una incubacion del plasma problema con el activador de la proteina C
(fraccion proteica derivada del veneno de la serpiente Agkistrodon contortrix contortrix);
luego se realiza la cuantificacion de la proteina C activada usando un sustrato
cromogenico sintético que contiene paranitroanilina. La paranitroanilina liberada se mide
cinéticamente a 405 nandmetros, siendo su nivel directamente proporcional a la actividad

de la proteina C de la muestra.

Los valores de proteina C se informan en porcentaje (%) de actividad. Los valores de

referencia establecidos en nuestro laboratorio son de 70 a 140 %.

3.5. Analisis Estadistico

Los datos de la poblacion estudiada fueron registrados en una hoja de calculo Excel
(Anexo 1) y fueron analizados mediante estadistica descriptiva utilizando el programa
SPSS Version 25.

Se tomaron en cuenta los siguientes datos: sexo, edad, resultados de la deteccion
molecular de FV Leiden y PT G20210A, los cuales fueron registrados como genotipo GG

(normal), genotipo GA (heterocigota mutado), genotipo AA (homocigota mutado).

También se registraron los datos correspondientes a pruebas plasmaticas realizadas a
esos pacientes en el caso de que hayan sido solicitadas en el pedido médico. Las pruebas
que se tomaron en cuenta fueron: Test de resistencia a la Proteina C Activada (RPCA),
Proteina S Libre, Proteina C, Antitrombina Ill. De estas pruebas el test de RPCA fue
consignado con su valor numérico, mientras que las demas determinaciones se

registraron como normal, bajo o aumentado segun el resultado obtenido.
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4. Resultados

4.1. Prevalencia del Factor V Leiden y de la Protrombina G20210A en la poblacion

estudiada

Como se ha mencionado anteriormente se analizé una poblacion de 192 individuos, con
un promedio de edad de 39 afos, a los cuales se les habian solicitado estudios de
trombofilia hereditaria: Factor V Leiden y Protrombina G20210A.

De los individuos que formaron parte de la muestra analizada, el 64% (122) fueron

mujeres y el 36% (70) fueron hombres.

Poblacion Estudiada

Masculino
36%

Femenino
64%

Figura 7: Grafico de la poblacién incluida en el estudio.

Para la determinacion del FV Leiden, el 92,19 % (177) resultaron con un genotipo
homocigota GG, es decir, con genotipo normal, que no presenta el polimorfismo. El 7,81
% (15) tuvieron un genotipo heterocigota GA, y no se encontraron pacientes con genotipo
homocigota AA (Tabla 1).
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Tabla 1. Analisis del polimorfismo Factor V Leiden en la poblacion estudiada.

Genotipos FVL fi Fi hi hi % Hi %
GA 15 15 0.078 7.81 7.81
GG 177 192 0.922 92.19 100.0
Total 192 1.000 100

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.

Frecuencia porcentual (hi %) del polimorfismo FV Leiden en la poblacion estudiada

100

80

60

Valores

40

20

GA

Genotipos del FV Leiden

Figura 8: Grafico de barras de la frecuencia porcentual del polimorfismo FV Leiden en la poblacion

estudiada.

En la determinacion de la PT G20210A, el 94,79 % (182) resultaron con un genotipo
homocigota GG, es decir, no presentaron el polimorfismo. El 4,69 % (9) tuvieron un

genotipo heterocigota GA, y el 0,52 % (1) con genotipo homocigota AA (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis del polimorfismo Protrombina G20210A en la poblacion estudiada.

Genotipos PT fi Fi hi hi % Hi %
G20210A
AA 1 1 0,005 0,52 0,5
GA 9 10 0,047 4,69 5,2
GG 182 192 0,948 94,79 100,0
Total 192 1,000 100,0

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.

Frecuencia porcentual (hi %) del polimorfismo PT G20210A en la poblacién estudiada
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Genotipos de la PT G20210A

Figura 9: Gréfico de barras de la frecuencia porcentual del polimorfismo de la Protrombina G20210A en la

poblacién estudiada.

4.2. Prevalencia del Factor V Leiden y de la Protrombina G20210A en la poblacién

con diagnéstico de trombosis venosa o arterial.

De los 192 individuos que formaron parte de la muestra, solo el 35,4 % (68) tenian datos
acerca del diagnéstico en la historia clinica y/o en la orden médica, que motivo el pedido

de estudio de trombofilia.
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De la poblacion de individuos que presentaron diagnostico, los mas frecuentes fueron
TVP 42,6 % (29/68), TEP 11,8 % (8/68), abortos recurrentes 10,3 % (7/68) (Figura 10).

Algunos individuos presentaron mas de una patologia diagnosticada: TEP y TVP 5,9 %
(4/68); TVP y trombosis venosa superficial (TVS) 1,5 % (1/68), TVP y sindrome anti
fosfolipidico (SAF) 1,5 % (1/68); ACV y cardiopatia 1,5 % (1/68); y TVP, TEP, y trombosis
arterial 1,5 % (1/68) (Tabla 3).

Del total de individuos con diagndstico, el 75 % (51/68) presentaron trombosis venosa o
arterial, incluyendo en esta categoria los diagndsticos TVP, TVS, TEP, Trombosis
Cerebral, y Trombosis Arterial. De estos pacientes, presentaron genotipo homocigota
normal (GG) 92,16 % (47/51) y genotipo heterocigota GA 7,84 % (4/51) para la
determinacion FV Leiden (Tablas 4 y 5). Con respecto a la determinaciéon PT G20210A,
presentaron genotipo homocigota normal (GG) 90,2 % (46/51), y genotipo heterocigota
GA 9,8 % (5/51) (Tablas 6y 7).

Tabla 3. Diagndsticos de los pacientes estudiados.

Diagnostico Frecuencia Porcentaje (%) Porcentaje (%) Pacientes
Total de con diagnéstico
Pacientes

TVP 29 15,1 42,6
TEP 8 4,2 11,8
ABORTOS 7 3,6 10,3
TEP/TVP 4 2,1 59
ACV 3 1,6 4.4
ANTECEDENTE FLIAR. 3 1,6 4.4
TROMBOSIS ARTERIAL 3 1,6 4.4
TV CEREBRAL 3 1,6 4.4
CARDIOPATIA 2 1 29
ACV/CARDIOPATIA 1 0,5 1,5
SAF 1 0,5 1,5
TEP/TVPITROMBOSIS ARTERIAL 1 0,5 1,5
TVP/SAF 1 0,5 1,5
TVP/TVS 1 0,5 1,5
TVS 1 0,5 1,5
Total Pacientes con diagnodstico 68 35,4 100
SIN DATOS 124 64,6

Total Pacientes estudiados 192 100
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Figura 10: Grafico circular de la poblacién con diagndstico.

Tabla 4. Polimorfismo Factor V Leiden en la poblacién con diagnéstico.

Diagnoéstico Genotipos FV Leiden Total
GA GG

ABORTOS 1 6 7
ACV 1 2 3
ACV/CARDIOPATIA 0 1 1
ANTECEDENTE 0 3 3
FLIAR.
CARDIOPATIA 0 2 2
SAF 0 1 1
TEP 0 8 8
TEP/TVP 0 4 4
TEP/TVPITROMBOSIS 0 1 1
ARTERIAL
TROMBOSIS 0 3 3
ARTERIAL
TV CEREBRAL 1 2 3
TVP 2 27 29
TVP/SAF 0 1 1
TVP/TVS 1 0 1
TVS 0 1 1
TOTAL 6 62 68
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Tabla 5. Analisis del polimorfismo FV Leiden en la poblacién con diagnéstico de trombosis

venosa o arterial.

Genotipos FV Leiden en pacientes hi hi % Hi %
con diagndstico de trombosis

GA 0.08 7.84 7.84
GG 0.92 92.16 100,0
Total 1.00 100,0

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.

Tabla 6. Polimorfismo de la PT G20210A en la poblacion con diagndstico.

Diagnéstico Genotipos PT G20210A Total
AA GA GG
ABORTOS 0 0 7 7
ACV 1 0 2 3
ACV/CARDIOPATIA 0 1 0 1
ANTECEDENTE FLIAR. 0 2 1 3
CARDIOPATIA 0 0 2 2
SAF 0 0 1 1
TEP 0 1 7 8
TEP/TVP 0 2 2 4
TEP/TVP/TROMBOSIS ARTERIAL 0 0 1 1
TROMBOSIS ARTERIAL 0 0 3 3
TV CEREBRAL 0 0 3 3
TVP 0 1 28 29
TVP/SAF 0 0 1 1
TVP/TVS 0 0 1 1
TVS 0 1 0 1
TOTAL 1 8 59 68

Tabla 7. Analisis del polimorfismo PT G20210A en la poblaciéon con diagndstico de

trombosis venosa o arterial.

Genotipos PT fi Fi hi hi % Hi %
G20210A

GA 5 5 0.098 9.8 9.8
GG 46 51 0.902 90.2 100.0
Total 51 1.0 100.0

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.
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4.3. Concordancia entre la deteminacion del polimorfismo FV Leiden y el test
coagulométrico de Resistencia a la Proteina C Activada.

De los 192 individuos incluidos en este estudio, solamente 35,4 % (68) contaban con
ambas determinaciones, el test coagulométrico RPCA y la determinacion molecular FV

Leiden.

Estos pacientes fueron divididos en dos grupos en base al resultado de la prueba
molecular, aquellos con genotipo homocigota normal (GG) y con genotipo heterocigota
mutado (GA). Ningun paciente de los estudiados resulté con genotipo homocigota A

para la determinacion FV Leiden.

Presentaron genotipo GG 91,18 % de los pacientes (62/68), en éstos, el valor promedio
de RPCA fue de 2,52; mientras que el 8,82 % (6/68) con genotipo GA presentaron un
valor promedio de RPCA de 1,66. En las tablas 8 y 9 se muestran los parametros
estadisticos correspondientes a los valores de RPCA de cada grupo de pacientes. En
la figura 11, el grafico Box Plot muestra la distribucioén de valores del test de RPCA en
los dos grupos. Puede observarse, en el grupo con genotipo GG para el FV Leiden,
que los valores minimos mas extremos (menores al cuartil 1) pueden coincidir con
valores de RPCA del grupo con genotipo GA,; esto indica que algunos pacientes que
no presentaron el polimorfismo para el FV Leiden, tuvieron valores bajos de RPCA que
se debieron a causas distintas del polimorfismo. Sin embargo, todos los pacientes con
genotipo GA, presentaron valores de RPCA inferiores al punto de corte considerado

normal para esta determinacion.

Al analizar las medias del test de RPCA en el grupo de pacientes con genotipo GG y
con genotipo GA, se observa una diferencia significativa, lo cual es indicativo de que
existe una relacién entre el resultado alterado del test de RPCA y la presencia del
polimorfismo FV Leiden en los pacientes estudiados. La diferencia en las medias de
ambos grupos se corrobora al aplicar la prueba T para muestras independientes que
arroja un valor de significancia (p) de 0,00; es decir menor a 0,05. Esto indica que los
valores de RPCA son distintos en los pacientes que presentan genotipo GA y GG, por

lo cual existe una concordancia entre el valor de este test coagulométrico y la presencia
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del polimorfismo FV Leiden. En la tabla 10 se muestran los resultados de la aplicaciéon
de dicha prueba.

Tabla 8. Parametros estadisticos del test RPCA en pacientes con Genotipo GG para
FV Leiden.

RPCA Genotipo GG Factor V Leiden

Media 2,53
Intervalo de Confianza (95%): Limite Inferior 2,42

Limite Superior 2,63
Media recortada al 5% 2,53
Mediana 2,55
Varianza 0,17
Desviacion estandar 0,41
Minimo 1,70
Maximo 3,20
Rango 1,50
Rango intercuartil 0,65
Asimetria -0,25
Curtosis -0,68

Tabla 9. Parametros estadisticos del test RPCA en pacientes con Genotipo GA para FV

Leiden

RPCA Genotipo GA Factor V Leiden

Media 1,66
Intervalo de Confianza (95 %): Limite Inferior 1,48

Limite Superior 1,85
Media recortada al 5% 1,66
Mediana 1,65
Varianza 0,03
Desv. Desviacion 0,18
Minimo 1,40
Maximo 1,90
Rango 0,50
Rango intercuartil 0,30
Asimetria -0,14
Curtosis -0,39
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Box Plot Test de RPCA en genotipos GG y GA de Factor V Leiden
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Figura 11. Grafico Box Plot que muestra los valores de RPCA en los dos grupos de genotipos de FV
Leiden.

Tabla 10. Resultados de la aplicacion de la Prueba T para muestras independientes.

Prueba T para la igualdad de medias

Valor de t 5,11
Grados de Libertad 66
Significancia bilateral (p valor) 0,00

4.4. Pruebas plasmaticas para el estudio de trombofilia: Proteina C, Proteina S libre,
Antitrombina 1.

Como se ha mencionado anteriormente, se registraron los datos correspondientes a

pruebas plasmaticas realizadas a la poblacion estudiada segun lo solicitado en su pedido

meédico, debido a esto, no todos los individuos presentan datos de estas pruebas.
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4.4.1. Proteina C

De los 192 individuos estudiados, el 50 % (96/192) tenian datos de esta determinacion.
Presentaron valores bajos el 7,3 % (7/96), mientras que 92,7 % (89/96) tuvieron valores
normales. En ninguno de los pacientes que presentaron valores bajos se encontro el
polimorfismo FV Leiden ni Protrombina G20210A. Solo dos de éstos pacientes
presentaron datos acerca del motivo de su estudio, uno de ellos tenia antecedentes

familiares de trombosis y otro se estudié por presentar cardiopatia.

Tabla 11. Frecuencias de la determinacion de la Proteina C.

PROTEINA C fi Fi Hi hi % Hi %
BAJA 7 7 0,073 7,3 7,3
NORMAL 89 96 0,927 92,7 100
Total 96 1,000 100

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.

4.4.2. Proteina S Libre

De la poblacion estudiada, el 49,5 % (95/192) tenia datos de esta determinacion.
Presentaron valores bajos 8,4 % (8/95), y 91,6 % (87/95) tuvieron valores normales. De
los 8 pacientes que tenian valores bajos, dos resultaron con genotipo GA para FV Leiden,
ninguno presentd el polimorfismo G20210A de la protrombina. Seis de estos pacientes
tenian datos acerca del motivo de su estudio, que resultaron ser abortos recurrentes,
cardiopatia, ACV, TEP, TVP, TVS.

Tabla 12. Frecuencias de la determinacién de la Proteina S Libre.

PROTEINA S LIBRE fi Fi hi hi % Hi %
BAJA 8 8 0,084 8,4 8,4
NORMAL 87 95 0,916 91,6 100
Total 95 1,000 100

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.
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4.4.3. Antitrombina Il

El 43,8 % (85/192) de la poblacion estudiada tenian datos de esta determinacion.
Presentd valores bajos el 1,2 % (1/85), y resultaron con valores normales 98,8 % (84/85).
El paciente que tuvo valores bajos no presentd ningun polimorfismo en las pruebas

moleculares, y no hay datos acerca del motivo por el cual fue estudiado.

Tabla 13. Frecuencias de la determinacion de la Antitrombina Ill.

ANTITROMBINA fi Fi hi hi % Hi %
]|

BAJA 1 1 0,012 1,2 1,2

NORMAL 84 85 0,988 98,8 100
Total 85 1,000 100

fi: frecuencia absoluta, Fi: frecuencia absoluta acumulada, hi: frecuencia relativa simple, hi %: frecuencia

relativa porcentual, Hi %: Frecuencia porcentual acumulada.

5. Discusion

La trombosis es una patologia multifactorial que se produce como resultado de la
sumatoria de factores genéticos, adquiridos y desencadenantes. Dentro de los factores
genéticos, los polimorfismos Factor V Leiden y Protrombina G20210A, son los mas
comunmente hallados en trombofilias hereditarias. Teniendo en cuenta que el
polimorfismo C677T de la MTHFR no es una prueba que se recomiende realizar en el
algoritmo diagndstico de pacientes con sospecha de trombofilia, debido a que no esta

totalmente probada su influencia en la patologia trombética.

Respecto a la prevalencia de las pruebas moleculares realizadas en este estudio, se
puede decir que los resultados obtenidos son comparables a los observados en otros

estudios realizados en nuestro pais, en Chile y Brasil (Tabla 14).

En un estudio realizado en Argentina por Iglesias Varela et al. en 2001, se analizaron 192
pacientes con trombosis venosa, encontrandose un genotipo heterocigota para el
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polimorfismo FV Leiden en el 9,9 % de los pacientes y en el caso del polimorfismo
Protrombina G20210A un genotipo heterocigota en el 6,3%. No se encontraron pacientes
homocigotas para estos polimorfismos en ninguna de las dos determinaciones

moleculares.

En otro estudio realizado en Argentina por Genoud et al. en el afio 2000, se analizaron
418 muestras correspondientes a controles sanos, los resultados obtenidos fueron 2,9 %
genotipo GA para el FV Leideny 2,6 % genotipo GA para la Protrombina G20210A. Como
puede observarse es mucho menor la prevalencia encontrada para ambos polimorfismos,

sin embargo, se trata de pacientes sanos por lo que estos resultados son esperables.

Rios et al. en un estudio realizado en el afio 2020 en la provincia de Tucuman — Argentina,
analizaron las muestras de 39 mujeres en edad fértil que tuvieron un episodio trombatico.
El 2,6 % de estas pacientes resultaron con un genotipo GA para FV Leiden y el 5,1 %
tuvieron un genotipo GA para PT G20210A. En este grupo de pacientes los resultados
son mayores para el polimorfismo de la Protrombina G20210A y la menor prevalencia
encontrada de estos polimorfismos, respecto de los otros estudios realizados en
Argentina y de los valores obtenidos en este trabajo, podria deberse al menor numero de

muestras y a las caracteristicas de la poblacién que se decidio estudiar.

En un estudio realizado en Chile (Palomo, et al. 2005) sobre 149 pacientes con trombosis,
se obtuvo una prevalencia del 5,8 % para el genotipo GA del polimorfismo FV Leiden y
del 5,8 % para el genotipo GA del polimorfismo Protrombina G20210A. Estos resultados
son bastantes cercanos a los obtenidos en este trabajo, teniendo en cuenta la cercania

geografica entre Chile y la provincia de Mendoza.

Herkenhoff et al. (2013) en un estudio realizado en Brasil, analizaron estos polimorfismos
en un grupo de 100 pacientes con trombosis, obtuvieron una prevalencia de 6% para el
genotipo GA de Factor V Leiden, y de 3 % para el genotipo GA de PT G20210A.

Otros estudios realizados en Venezuela (Lopez et al., 2007) y Costa Rica (Garcia
Quesada et al., 2021) muestran una prevalencia mucho mayor para el genotipo GA del
polimorfismo FV Leiden y una prevalencia mucho menor para el polimorfismo de la PT

G20210A. En sus respectivos estudios indican que es necesaria la realizacién de una
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investigacidon mas profunda teniendo en cuenta los casos clinicos y no solo la base de
datos de estas determinaciones, ademas de realizar el estudio en una mayor cantidad de

pacientes.

Tabla 14. Prevalencia de los polimorfismos del Factor V Leiden y la Protrombina G20210A

en otros estudios.

ESTUDIO PACIENTES FVL PT 20210
GG GA AA GG GA AA
Genoud et al., 2000 (Argentina) C.S.: 418 97,1% (406) | 29% 0% 97,4% (407) | 2,6 % 0%
(12) (11)
Iglesias Varela et al., 2001 C.S.: 200 97 % (194) 3% (6) 0% 98 % (196) 2% 0%
(Argentina) (4)
C/TV: 192 89,6 % (172) | 99% 0,5% (1) |93,7%(180) | 6,3% 0%
(19) (12)
Friedline et al., 2001 (EEUU) C/TV: 401 91%(365) |8%(32) |1%(4) |95%(381) |[5%(20) |0%
Palomo et al., 2005 (Chile) C.S.: 160 98,8 % (158) | 1,2%(2) | 0% 97,5% (156) | 2,5%(4) | 0%
C/TV: 149 94,6 % (141) | 5,4%(8) | 0% 94,6%(141) | 54%(8) (0%
Lopez et al., 2007 (Venezuela) CS.:51 96,1%(49) |39%(2) |0% 100 % (51) 0% 0%
C/TV: 44 81,8%(36) |182% |0% 97,7%(43) |23%(1) | 0%
(18)
Herkenhoff et al., 2013 (Brasil) C/TV: 100 94 % (94) 6%(6) |0% 97 % (97) 3%(3) |0%
Rios et al., 2020 (Argentina) C/TV:39 97,4%(38) | 2,6%(1) | 0% 94,9%(37) |51%(2) | 0%
Garcia Quesada et al., 2021 (Costa | C/TV: 134 72 % (96) 28% 0% 97 % (131) 3% (4) 0%
Rica) (38)
Madkhaly et al., 2021 (Arabia C/TV: 1524 (FVL) 94,1% 551% [039% [97,1%(993) | 283% | 0,10% (1)
Saudita) C/TV: 1023 (PT 20210) (1434) (84) (6) (29)

Referencias: C.S.: Controles Sanos; C/TV: Pacientes con trombosis venosa.

Se debe tener en cuenta que la poblacion estudiada en el presente trabajo no puede ser
considerada como poblacion general, ya que existe un sesgo, y es que estos pacientes
concurrieron especificamente para realizar el estudio de trombofilia. Si bien solamente
del 35,4 % de los mismos se tenia certeza de su diagnostico, se puede suponer que el
resto de los pacientes también ha tenido algun episodio de trombosis que motivo el

pedido del estudio.

Dentro de la poblacién que se considerd para tomar la prevalencia de los pacientes con
trombosis venosa o arterial, como se especificd en los criterios de inclusion, solo se

incluyé a aquellos pacientes que tuvieran especificamente el diagndstico de trombosis
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escrito en su historia clinica o en su pedido médico. Se excluyeron aquellos con
diagnostico de cardiopatia, SAF, abortos recurrentes y ACV, porque no se tenian datos
acerca de si estos cuadros habian sido originados por una trombosis o por alguna otra
causa. Los resultados obtenidos en este grupo de pacientes, no difiere mucho del
obtenido en la poblacion total estudiada; ya que, como se indicd anteriormente, es muy
probable que todos los pacientes estudiados en el presente trabajo hayan tenido algun

episodio trombdtico.

Tres de los pacientes que se supo que fueron estudiados por tener familiares de primer
grado con trombofilia, tampoco fueron incluidos dentro de la prevalencia de pacientes con
trombosis, puesto que ellos no habian sufrido ningun episodio de trombosis. De estos
pacientes hay que destacar a dos que resultaron con genotipo heterocigota para el
polimorfismo Protrombina G20210A. Se trata de una pareja que fue estudiada
especificamente ya que su hija resultoé ser la paciente con genotipo homocigota para el
polimorfismo Protrombina G20210A que se presenta en este trabajo. Esta paciente es
una mujer de 29 anos de edad al momento del estudio, que presentd dos episodios de
ACV y fue estudiada a pedido de neurologia, su caso es de particular relevancia, ya que,
al presentar un genotipo homocigota de este polimorfismo, tiene mayor riesgo de recurrir

en episodios de este tipo, por lo cual su tratamiento anticoagulante debe ser de por vida.

Otro de los pacientes estudiados por tener antecedentes familiares, fue una paciente de
sexo femenino, que, si bien resulté con un genotipo normal para las pruebas moleculares,
se comprobd una disminucién en la prueba plasmatica de la proteina C. Al ser consultada,
refirid que el estudio se lo habian solicitado por tener un familiar de primer grado con
déficit de proteina C. En estos casos es recomendable realizar la prueba en mas de una
oportunidad y hacer una anamnesis mas profunda del paciente con el fin de asegurar ese

resultado.

Con respecto a las pruebas plasmaticas para el estudio de trombofilia consideradas en
este trabajo, la gran mayoria de los pacientes de los cuales se tenian datos, presentaron
valores normales (mas del 90 %), y solo algunos tuvieron valores alterados. Es importante
tener en cuenta que dos pacientes que resultaron con valores bajos de Proteina S libre,
ademas presentaron un genotipo heterocigota GA para FV Leiden. Se trata de una mujer
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con diagnostico de abortos recurrentes y un hombre con TVP y TVS. No se tiene
conocimiento si estos pacientes estaban recibiendo terapia hormonal de alguna clase al

momento en que fueron evaluados.

Cabe destacar que los resultados de estudios coagulométricos deben ser evaluados en
el contexto de cada paciente y su comorbilidad. Estas pruebas deben ser realizadas en
mas de una oportunidad para confirmar los resultados y tomando en cuenta ciertas
condiciones que debe cumplir el paciente en el momento de realizarlas,
fundamentalmente no estar recibiendo medicacion anticoagulante, y que haya pasado

suficiente tiempo del episodio de trombosis.

En cuanto a la concordancia del test coagulométrico RPCA y la determinacién molecular
FV Leiden, si bien esta probado que un genotipo heterocigota (GA) u homocigota (AA)
para dicho polimorfismo, debe ir acompafiado de una alteracion en la RPCA; en este
trabajo lo hemos podido comprobar con un test estadistico, aunque solo pudimos incluir
a 6 pacientes que presentaron genotipo heterocigota y tenian datos del test de RPCA.
De todas maneras, a pesar de que se tenia una pequefia muestra, es importante
comprobar la coincidencia de ambas determinaciones, ya que esto nos da la posibilidad
utilizar el test de RPCA como un screening, sobre todo para aquellos laboratorios que no
cuentan con la posibilidad de realizar pruebas moleculares. Ante un resultado alterado
en el test de RPCA, debe realizarse el estudio del polimorfismo FV Leiden, pudiéndose

encontrar presente o no.

6. Conclusion

El objetivo principal de este trabajo fue obtener la prevalencia de los polimorfismos
genéticos FV Leiden y PT G20210A en pacientes sometidos al estudio de perfil
trombofilico en un hospital de referencia en Mendoza. No solo se pudo comprobar que
los valores de prevalencia obtenidos se corresponden con los presentados en otros
trabajos en cuanto a poblaciéon que ha sufrido un primer evento trombético (Tabla 14); si

no también se pudo observar que las pruebas moleculares son solicitadas, en muchos
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casos, para completar el perfil de pruebas trombofilicas y también para establecer un
factor de riesgo genético, que sumado a la presencia de otros factores podria aumentar
la recurrencia de eventos trombdticos. La identificacion de estos polimorfismos es

importante porque puede contribuir a la evaluacion y manejo de estos pacientes.

Por otro lado, es recomendable la realizacion de un estudio prospectivo mas amplio,
teniendo en cuenta el resultado de las determinaciones moleculares analizadas en este
trabajo con otros factores de riesgo presentes en los pacientes. Esto permitiria realizar
un analisis mas profundo de cada caso en particular para determinar la influencia del

factor de riesgo genético y la aplicacion de la terapia mas adecuada en cada paciente.
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8. ANEXO |

Tabla de datos de la poblacion estudiada

SEXO|EDAD FVL Genotipo FV PT 20210 Genotipo PT|RPCA| PROTC PSL ATIIl DIAGNGSITCO
M [ 57 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,23 | NORMAL | NORMAL INORMAL TVP
F 42 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,26 | NORMAL| BAJA |NORMAL ACv
F 25 NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL
F 32 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,44 INORMAL | NORMAL |NORMAL
F 36 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,64 ABORTOS
M | 53 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 44 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M [ 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,32 | NORMAL | NORMAL INORMAL TVP
M [ 29 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL [NORMAL TVP
M | 45 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG
M | 53 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL [NORMAL TVP
F 29 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,2 | NORMAL | NORMAL |[NORMAL
F 47 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,65 | NORMAL| NORMAL |NORMAL
F 21 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,5 | NORMAL [ NORMAL [NORMAL
F 22 NEGATIVO GG NEGATIVO GG

TVS
M [ 54 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP
M [ 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP
F 26 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,49 | NORMAL| BAJA
F 26 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 35 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 55 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP
F 23 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 | NORMAL | NORMAL [NORMAL
F 33 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 | NORMAL | NORMAL |[NORMAL
F 45 NEGATIVO GG NEGATIVO GG FAV-IRC
F 33 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 22 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,5 [ NORMAL [ NORMAL [NORMAL
M 55 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG
F 56 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 46 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 38 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 | NORMAL | NORMAL [NORMAL
M [ 49 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 37 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 | NORMAL | NORMAL |[NORMAL
F 34 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL [NORMAL
F 49 NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP
F 25 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 24 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,7 | NORMAL [ NORMAL [NORMAL
F 30 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL |[NORMAL
F 26 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3 [NORMAL [ NORMAL [NORMAL
M [ 52 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 | NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 45 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 47 NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M [ 63 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 20 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1,8 | NORMAL| NORMAL |NORMAL
M | 51 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL |[NORMAL TVP
M | 42 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,5 | NORMAL [ NORMAL [NORMAL
F 25 NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,1 | NORMAL [ NORMAL [NORMAL SAF
F 37 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1,6 | NORMAL| NORMAL|NORMAL ACV
F 31 NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL [NORMAL
F 42 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG
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SEXO|EDAD FVL Genotipo FV PT 20210 Genotipo PT|RPCA| PROTC PSL AT DIAGNOSITCO
M | 48 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL |[NORMAL
F 33 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,8 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 59 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 40 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,3 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 43 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 58 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL |[NORMAL TVP
F 36 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG BAJA | NORMAL |NORMAL
F 49 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [ NORMAL
F 43 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 48 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
TEP-TVP
F 52 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,9 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 58 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,2 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,9 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL TVP-SAF
F 19 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,8 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 23 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL
F 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [NORMAL
F 23 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 25 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG VP
M | 36 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 54 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP-TVP
F 29 | NEGATIVO GG POSITIVO HOMOCIGOTA AA ACV
M | 57 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP
M | 27 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,2 | NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 39 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL | NORMAL |[NORMAL
M | 29 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,4 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 38 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP
F 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,6 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 42 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 37 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG VP
M | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG ACV-TROMBOSIS ARTERIAL
F 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [ NORMAL VP
M | 67 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 33 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 34 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [NORMAL
F 27 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 45 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 19 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 27 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F 23 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,2 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
F 33 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1,7 | NORMAL{ NORMAL|NORMAL VP
M | 20 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 1,7 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 39 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 1,7 | NORMAL { NORMAL|NORMAL
F 48 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,8 [ NORMAL| NORMAL |[NORMAL VP
F 62 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG VP
F 42 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
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SEXO[EDAD FVL Genotipo FV PT 20210 Genotipo PT|RPCA[ PROTC PSL ATII DIAGNOSITCO
M | 48 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3 |NORMAL| BAJA |[NORMAL TEP
M | 52 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP
F | 46 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TV CEREBRAL
M | 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP-TVP-TROMBOSIS ARTERIAL
M | 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 64 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,05 [ NORMAL | NORMAL | NORMAL TV ESPLENICA - SMPC
F | 54 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F | 30 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 1,8 | NORMAL | NORMAL [NORMAL
F | 26 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG
F 19 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG TV CEREBRAL
F | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F | 21 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F | 26 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 18
M | 43 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL ACV-IAM-TVP
F | 32 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL
M | 50 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F | 60 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 1,8 | NORMAL | NORMAL [NORMAL
F | 38 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2 | NORMAL| NORMAL [NORMAL TVP
TVP
F | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG BAJA_ [NORMAL [NORMAL
F | 41 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL|NORMAL [NORMAL TVP
M | 32 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TROMBOSIS ARTERIAL- IAM
M | 51 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 18 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG
M | 37 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1,4 | NORMAL| NORMAL|NORMAL
F | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [NORMAL
M | 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 1,8 | NORMAL | NORMAL
F | 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,4 | NORMAL| NORMAL [NORMAL
M | 45 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,2 | BAJA BAJA_ [NORMAL IAM-IRC
M | 23 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL
F | 36 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TV CEREBRAL
F | 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG BAJA_ [ NORMAL [NORMAL
M | 40 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TROMBOSIS ARTERIAL
M | 29 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,2 | NORMAL| NORMAL |NORMAL
F | 40 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,5 | NORMAL| NORMAL |[NORMAL
M | 47 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 47 |POSITIVO HET GA NEGATIVO GG NORMAL| BAJA TVP-TVS
M | 39 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP-LNH-HIV
F | 50 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP
F | 45 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
F | 25 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
M | 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL
F | 51 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP-TVP
F 15 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL [NORMAL
M | 52 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,1 | NORMAL| NORMAL TVP
F | 59 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,1 | NORMAL| NORMAL |NORMAL
ANTECEDENTE FLIAR.
ANTECEDENTE FLIAR.
F | 27 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
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SEXO|EDAD FVL Genotipo FV PT 20210 Genotipo PT|RPCA| PROTC PSL AT DIAGNOSITCO

F | 30 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,3

M | 40 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1,9 | NORMAL| NORMAL|NORMAL

M | 38 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TVP

M | 31 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 35 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 34 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG BAJA [ NORMAL [NORMAL

F | 60 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

M | 29 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

M | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG TEP

F | 37 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG

F | 39 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL |NORMAL

F | 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL |NORMAL ABORTOS

F | 40 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 64 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 20 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 28 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG BAJA | NORMAL|NORMAL ANTECEDENTE FLIAR.

F | 66 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3 BAJA BAJA | BAJA

F | 26 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,9 | NORMAL| NORMAL|NORMAL TVP
TEP-TVP

F | 33 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,1 | NORMAL| NORMAL|NORMAL ABORTOS

M | 55 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3,1 [NORMAL| BAJA TVP

M | 36 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG ABORTOS

M | 40 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 42 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL | NORMAL

M | 34 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 51 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 3 | NORMAL| NORMAL|NORMAL TEP

F | 32 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 29 ABORTOS

F | 44 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,3 | NORMAL| NORMAL | NORMAL TVP

F | 77 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL |NORMAL TEP

ACV-CARDIOPATIA
F | 23 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,9 | NORMAL| NORMAL TVP
F | 37 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,5 ABORTOS
TEP

F | 50 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 26 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG NORMAL| NORMAL | NORMAL

F | 42 [POSITIVO HET GA NEGATIVO GG 1.57 [NORMAL| BAJA |NORMAL ABORTOS

F | 33 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG 2,43 | NORMAL [ NORMAL [NORMAL

M | 61 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 43 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG

F | 36 | NEGATIVO GG NEGATIVO GG
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