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Resumen

El factor V Leiden (FVL) constituye la mas comiin
de las trombofilias genéticas, se da por la sustitu-
cion de una guanina por una adenina en el nucle6-
tido 1691 del gen que codifica para el factor V de
coagulacion. Como resultado, se alteran los meca-
nismos reguladores de la hemostasia con predomi-
nio de los procoagulantes. Se realizé un estudio de
corte transversal en 21 pacientes con diagndstico de
tromboembolia venosa no provocada. Las muestras
bioldgicas fueron analizadas mediante reaccion en
cadena de la polimerasa — fragmentos de restriccion
de longitud polimorfica (PCR-RFLP). Se detectod
FVL en un 14.3% de los pacientes estudiados, todos
con genotipo heterocigoto. Este informe preliminar
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es el primero en pacientes nicaragiienses con trom-
boembolia venosa, resultando la frecuencia encon-
trada similar a lo publicado por otros paises latinoa-
mericanos.

Abstract

Factor V Leiden (FVL) is the most common genetic
thrombophilia. It is constituted by the substitution
of a guanine by an adenine in nucleotide 1691 of the
gene coding for the coagulation factor V. As a result,
the regulatory mechanisms of hemostasis are altered
with predominance of procoagulant mechanisms. A
cross-sectional study was carried out in 21 patients
with a diagnosis of unprovoked vein thromboembo-
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lism. The processing of the biological samples was
performed by polymerase chain reaction - restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP).
The FVL was detected in 14.3% of studied patients,
all with heterozygous genotype. This preliminary
report is the first study on Nicaraguan patients with
venous thrombosis and the observed FVL frequen-
cy is comparable with previous reports from Latin
America countries.

Introduccion

El FV de coagulacion se codifica en el gen F5 del
cromosoma 1 (locus 1g23)™". La inactivacion del FV
mediante la PCa consiste en la degradacion proteoli-
tica de la union en la Arg506, Arg306 y Arg679. En
el caso del FVL ocurre una sustitucion en la posicion
506 de una arginina por una glutamina, asi la PCa
no reconoce la Glu506, provocando la pérdida de
ese sitio de corte. Aunque la proteolisis en Arg306
y Arg679 inactiva al factor V activado (FVa), esto
es 10 veces mas lento, originando resistencia a la
actividad anticoagulante de la PCa®.

El FV nativo también actiia como cofactor de PCa
en la inhibicion del factor VIIla. Esta funcion re-
quiere del corte del FV por la PCa en la Arg50. El
FVL acttia como cofactor deficiente, por lo que no
impide la produccion del FXa, aumentando la con-
centracion de trombina, lo cual ocasiona un estado
de hipercoagulabilidad®®.

La trombosis venosa provoca complicaciones como
sindrome post trombotico (SPT) en el caso de la
trombosis venosa profunda e hipertension pulmo-
nar en el caso de embolia pulmonar (EP)®7. El FVL
constituye la mas frecuente de las trombofilias he-
reditarias, siendo mds comun entre la poblacion de
origen caucasico®. Es responsable del 95% de los
casos de resistencia a la PCa®. En Nicaragua no se
realiza el diagndstico molecular de las trombofilias
genéticas. El objetivo de esta investigacion fue de-
tectar FVL en pacientes nicaragiienses con enferme-
dad trombotica.

Métodos

El estudio fue de corte transversal. La muestra fue-
ron 21 pacientes diagnosticados con tromboembolia
venosa no provocada. El tipo de muestreo fue no
probabilistico por conveniencia, los criterios de in-
clusion utilizados fueron: paciente con historial de
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tromboembolia venosa no provocada, edad del pri-
mer evento trombotico igual o inferior a los 60 afios
de edad y antecedentes familiares de trombosis. Se
registrd informacion sociodemografica y clinica que
se estimd conveniente para la oportuna seleccion de
los participantes del estudio.

Esta investigacion respetd los principios éticos que
conciernen. Se contd con la aprobacion del Comité
de Etica Institucional, UNAN-Managua. Los parti-
cipantes dieron su consentimiento informado.

La PCR-RFLP para la deteccion del FVL fue estanda-
rizada en el Laboratorio de Biologia Molecular “MA.
Elmer Cisneros” in memoriam del Instituto Politéc-
nico de la Salud, UNAN-Managua. La extraccion de
ADN se realiz6 usando el kit QIAamp DNA siguien-
do las especificaciones del fabricante. La amplifica-
cion del FV mediante PCR punto final requiri6 los
cebadores y condiciones de PCR descritos por Huber
y col.?. Los componentes para el master mix PCR
fueron de PEQLAB, ademas de cebadores 10 pM
(corriente arriba y corriente abajo), ADN (300 ng/pl)
y agua libre de nucleasas hasta completar volumen
final de 50 pl. Los componentes para la digestion fue-
ron: producto amplificado por PCR, buffer 10x y la
enzima de restriccion HindIII para un volumen final
de 30 pl, esto se incubo a 37 °C durante toda la noche,
seguido de inactivacion a 80 °C por 20 minutos. La
electroforesis se realizo en gel de agarosa al 3% a
120V por 100 minutos. Se esperaron fragmentos de
ADN de 241 bp para individuos sin FVL, 209 bp para
individuos con genotipo homocigoto y de 209 y 241
bp para individuos con genotipo heterocigoto.

Resultados

Se analizo6 el material genético de 21 pacientes con
diagndstico de tromboembolia venosa no provocada
atendidos en el Hospital Escuela “Roberto Calde-
ron” durante el periodo comprendido entre julio a
septiembre del 2017. Las muestras fueron referidas
al laboratorio para su analisis molecular mediante
PCR-RFLP. Tres de los 21 pacientes resultaron por-
tadores heterocigotos de FVL (Figura 1). Se detec-
td FVL en un 14.3% de los individuos, ¢l restante
85.7% no presentd FVL.
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Discusion

En el 14.3% de los pacientes se detect6 el polimor-
fismo G1691A. Este porcentaje es menor al repor-
tado por la literatura mundial, la cual establece que
un 20-50% de los pacientes con trombosis venosa
presentan FVL®), sin embargo, la cantidad de pa-
cientes con FVL encontrado en este informe pre-
liminar es similar a lo hallado en investigaciones
realizadas en pacientes que padecen eventos trom-
boticos en paises latinoamericanos. Por ejemplo, en
Argentina y Colombia la prevalencia hallada en pa-
cientes con tromboembolismo venoso fue alrededor
del 10%®19, Por su parte, en Chile y Venezuela se
reportd aproximadamente un 18% de pacientes que
presentan el polimorfismo®!".

Todos los pacientes con FVL presentaron genotipo
heterocigoto, lo cual incrementa el riesgo trombdtico
hasta ocho veces mas®®. Por tratarse de una enfer-
medad multifactorial, el riesgo al desarrollo de trom-
bosis incrementa cuando FVL va acompafiada de
otro factor, ya sea genético (mutacidn de la protrom-
bina G20210A, deficiencia de proteina C, proteina
S o antitrombina) o adquirido (embarazo, cirugia,
inmovilizacién, ingesta de anticonceptivos orales,
edad avanzada, obesidad, cancer, entre otros)’!?.
En ninguno de los pacientes con FVL se encontrd
comorbilidad asociada que representara un factor de
riesgo claramente identificable, persistente y no mo-
dificable que conllevara a los episodios tromboticos,
tampoco se reconocieron factores de riesgo circuns-
tanciales.

El individuo del sexo masculino tenia 55 afios de
edad con cuatro eventos de TVP y uno de EP. Las
dos pacientes del sexo femenino tenian 19 y 46
afnos de edad, con dos y tres eventos trombodticos
respectivamente, ambas sin antecedentes de pérdida
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Figura 1. Electroforesis en gel de
agarosa al 3%. Se observan los tres
portadores heterocigotos de FVL de-
tectados en la investigacion median-
te PCR-RFLP (pacientes 1, 5y 7).
MPM= marcador de peso molecular.

gestacional, destacando la paciente de 46 afos por
presentar un episodio de EP.

Con respecto al 85.7% de los pacientes que no pre-
sentaron FVL, el resultado obtenido sugiere que los
eventos tromboticos se deben a otra trombofilia ya
sea hereditaria o adquirida. EI hecho de que sean
negativos para FVL no garantiza que tengan un
factor V normal, pues existen mutaciones en otros
nucleotidos del gen que codifica para el FV. No obs-
tante, esta posibilidad es muy baja comparada con
otras alteraciones genéticas que predispongan al
estado hipercoagulable, pero en todo caso de epi-
demiologia menos frecuente, tal como la mutacion
de la protrombina G20210A o defectos genéticos en
la PC, PS o AT. Otras posibles causas incluyen las
trombofilias adquiridas, por ejemplo, el sindrome
antifosfolipido.

Al comparar las poblaciones de los pacientes con y
sin FVL se puede notar que el EP resulté mas fre-
cuente en los pacientes portadores de la alteracion
genética en estudio, también el nimero de eventos
trombdticos recurrentes fue mayor en los pacientes
con FVL que en aquéllos negativos para el polimor-
fismo. Los pacientes con FVL tuvieron su primer
episodio trombdtico a edades mas tempranas que
aquéllos sin FVL. En los pacientes negativos para
FVL se encontraron condiciones clinicas asociadas
que incluyeron obesidad, anticoncepcion oral e in-
movilizacion prolongada (Tabla 1).

Finalmente, es necesario mencionar que la detec-
cion del FVL en pacientes con tromboembolismo
venoso no provocado constituye un informe preli-
minar que notifica acerca de los primeros hallazgos
del polimorfismo G1691A en Nicaragua. Se consi-
dera necesario la realizacion de futuros estudios en
esta misma linea de investigacion en donde se haga
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pos

ible el estudio de una poblacion control normal

lo suficientemente grande para conocer la prevalen-

cia

del FVL en Nicaragua y poder establecer el rol
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que tiene la presencia del FVL como factor genético
de riesgo trombotico en la poblacion nicaragiiense.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes en estudio.

Pacientes con FVL Pacientes sin FVL
Masculino Femenino Masculino Femenino
n=1 n=2 n=8 n=10
Edad (X+ DE) 55 19y 46 47.1+8.4 44.6+9.0
Eventos tromboticos (X) 4 2.5 2.6 2.5
Edad del primer evento
trombotico (X DE) 20 17y25 314+£29 299+2.1
Embolismo pulmonar 1 (100%) 1 (50%) 1(12.5%) -
Obesidad - 2 (25%) 4 (40%)
Anticoncepcion oral - - 3 (30%)
Inmovilizacion prolongada - 1 (12.5%) -

Fuente de financiamiento
Fondos para Proyectos de Investigacion (FPI) otorgados al
investigador principal Dr. Allan Pernudi, UNAN-Managua.
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