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Trombofilia Congénita
Siormovsay o desde el Laboratorio
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El mecanismo de la hemostasia esta formado por
una serie de proteinas reguladas por activadores e
inhibidores que controlan su funcionamiento normal.
Cualquier alteracién o disfuncion en alguno de los
componentes del sistema, produce un desbalance que
resulta en un aumento del riesgo de enfermedad
hemorragica o trombatica.

Trombogénesis

Mientras el trombo arterial se compone
predominantemente de plaquetas, el trombo venoso esta
formado por fibrina y hematies. Por este motivo, las
estrategias que tienen como objetivo inhibir la trombosis
arterial se focalizan en drogas que bloquean la funcion
plaquetaria y, en algunos casos, se combinan con
anticoagulantes que impidan la formacion de fibrina. Para el
tratamiento de la trombosis venosa, en cambio, los
anticoagulantes son las drogas de eleccion. La alteracion
en la neutralizacion de la trombina, o la falla en el control de
la excesiva generacion de trombina causan trombosis (1).
Algunos conceptos basicos antes de desarrollar el tema
son:

La trombofilia se define como el trastorno de la
hemostasia que se caracteriza por la tendencia a
desarrollar trombosis.

La trombosis arterial se inicia por ruptura de la
placa arteriosclerética y la exposicion de material
trombogénico en ella. La extension del trombo disminuye el
flujo sanguineo y favorece la deposicion de mas plaquetas
y fibrina. La obstruccién vascular puede ocasionar
trombosis en los sitios de disrupcién de la placa (Figura 1):

Figura 1: Formacion del trombo plaquetario y mecanismo
de coagulacion sobre superficie placentaria.

\ ok OADP@

TXA2

Endotelio

Bioanalisis

Agregacién plaquetaria

Endotelio

quﬂ&
Colageno v

Formacién de Fibrina

El mecanismo de coagulacion se compone de una
serie de reacciones proteoliticas, donde una enzima
inactiva o zimogeno es transformado a proteasa activa.
Esta a su vez, ejerce su acciéon sobre un nuevo zimégeno
del sistema. La activacion en cadena de estas proteinas
conduce a la etapa final del mecanismo donde la trombina
generada es la responsable de activar el fibrindgeno a
fibrina. (Figura 2)

Figura 2: Mecanismo de Coagulacion
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La trombosis venosa ocurre cuando los estimulos
procoagulantes sobrepasan los mecanismos naturales
protectores antitrombéticos. Estos estimulos incluyen la
excesiva activacion de la coagulacién, ya sea por
anomalias trombofilicas comprometiendo anticoagulantes
naturales, como Antitrombina (AT), Proteina C (PC) y
Proteina S (PS) (Figura 3), dafio de pared vascular o
estasis. El aumento de la generacion de Trombina (lla)
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puede también producirse en pacientes con mutaciones en
el factor V o en la Protrombina.

Figura 3: Inhibidores fisiol6gicos
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Fibrinolisis: Es el mecanismo encargado de
remover la fibrina intravascular restituyendo el flujo

sanguineo. Se inicia por la accién de los activadores del
sistema sobre el plasmindgeno convirtiéndolo en plasmina.
Esta ultima enzima es la principal responsable de la
remocion del coagulo de fibrina y su degradacion en
productos solubles (pdf).

La trombosis es una enfermedad multifactorial que
depende de factores de riesgo ambientales y genéticos.
Algunos factores de riesgo ambientales son edad, sexo
masculino, obesidad, céancer, trauma y cirugia,
inmovilizacion prolongada, sindrome antifosfolipidico,
embarazo y el uso de anticonceptivos o terapia hormonal
de reemplazo. La Tabla 1 muestra la prevalencia de los
factores de riesgo genéticos en la poblacion general, en
pacientes con trombosis y el riesgo relativo que causan,
segun el consenso internacional. Es importante, sin
embargo, tener en cuenta que distintas poblaciones
(distintas etnias) tienen distinta distribucion de variantes
génicas. Por ejemplo, en EE.UU. el Factor V Leiden se
observa en un 5% de la poblacién caucéasica mientras que
s6lo en un 1,2% de la afro-americana y en poblacion
asiatica es mas raro aun. En la poblaciéon argentina se hizo
un estudio donde se determind que la prevalencia en
poblacién asintomatica es 2,9% para Factor V Leiden, 2,6%
para protrombina 20210A y 15,8% para el genotipo MTHFR
677TT.

Factor V Leiden 3-15 20 5

Factor Il 20210A 1-2 4-7 2-3

Hiperhomocis-

! : 5 10 2,5
teinemia

Tabla 1
Variante Prevalencia Prevalencia Riesgo
génica poblacién pacientes con relativo

(%) trombosis

venosa (%)

Deficiencia AT 0,07-0,16 1-3 20
Deficiencia de
Proteina C 02-0,4 35 10
Deficiencia de 0,03-0,13 15 10
Proteina S

Por otra parte, los riesgos relativos se potencian y
dependen de la interaccidn de diversos factores ocurriendo
al mismo tiempo. No solo la presencia de mdltiples factores
genéticos en un individuo, como Factor V Leiden +
Protrombina 20210A, aumentan el riesgo de trombosis
venosa (RR: 20), sino también la combinacion de factores
genéticos y ambientales. Un claro ejemplo de esto es la
interaccion entre el Factor V Leiden y el uso de
anticonceptivos orales. Las mujeres heterocigotas para el
Factor V Leiden que toman anticonceptivos tienen un riesgo
del 34%. Esto se debe a que los anticonceptivos inducen
resistencia a la Proteina C activada, empeorando el defecto
bioquimico que causa el Factor V (ver mas abajo).

Analizaremos ahora las condiciones que se
vinculan con la predisposicién genética a la enfermedad
trombdtica y los tests de laboratorio méas frecuentes. Todas
estas variantes genéticas se han podido elucidar gracias a
la biologia molecular y los estudios del genoma humano.
Las técnicas para su identificacion, en un principio, se
basaron en la secuenciacion de los respectivos genes, pero
luego la deteccion de algunas mutaciones se simplifico
mediante una PCR con primers especificos, y posterior
digestion del producto amplificado con enzimas de
restriccion que permiten distinguir la secuencia del alelo
normal y del mutado, ya que generan distintos tamafios de
bandas en una electroforesis en gel de agarosa
(PCR+RFLP). Recientemente, se ha desarrollado el analisis
por PCR en tiempo real, que permite diferenciar variantes
del gen en forma mas rapida. Generalmente el alelo mutado
demuestra una temperatura de melting menor que la del
alelo normal (Figura 4) por presentar un hibridizacion
imperfecta de la sonda.

Figura 4: Factor Il Protrombina
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Déficit de antitrombina (AT)

La antitrombina es una glicoproteina codificada en
el cromosoma 1 que inhibe a la trombina y de los factores
X, IX, XI mediante la formacién de un complejo irreversible.
Tiene herencia autosémica dominante. Al presente se han
descrito mas de 100 mutaciones responsables de este
déficit. Es el factor de riesgo méas potente y con alta
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probabilidad de recurrencia. En la deficiencia de tipo | estan
reducidos el antigeno y la actividad de la proteina, en la
deficiencia de tipo Il, la actividad esta reducida y el antigeno
es normal. La deficiencia tipo Ill, extremadamente rara, se
origina por un déficit homocigota que resulta incompatible
con la vida. Se ha identificado una variante con un defecto
en el sitio de union a la heparina, que se relaciona con un
muy bajo riesgo en su forma heterocigota. El diagndstico de
laboratorio se basa en la deteccion de un nivel de actividad
del 50% en relacion al plasma normal. El test de laboratorio
recomendado es un ensayo de actividad de cofactor de
heparina, con dos sistemas de deteccién disponibles: anti
lla y anti Xa.

Deficiencia de Proteina C

La proteina C es una glicoproteina que modula la
generacion de trombina al inactivar al factor V y VI
activados. El gen se localiza en el cromosoma 2 y se han
descripto numerosas mutaciones en este gen responsables
del déficit proteico, ya sea por una disminucion de la
traduccién (tipo 1) o por la sintesis de una proteina no
funcional (tipo Il). La herencia es autosémica dominante y
los homocigotos suelen presentar eventos trombdticos
fatales en el periodo neonatal. Se han reportado
deficiencias de tipo | y Il, ambas con un 50% de reduccion
en la actividad. Para la determinacion del defecto en el
laboratorio, se recomienda un ensayo funcional, usando un
activador de la proteina C derivado del veneno de vibora.
Se utilizan métodos de deteccién cromogénicos y
coagulomeétricos.

Deficiencia de Proteina S

La proteina S es una glicoproteina plasmatica
codificada en el cromosoma 3 que inhibe al complejo
protrombinasa y también es necesaria para la inactivacion
de los factores V y VIII por la proteina C. Esta deficiencia
también se hereda como autosémica dominante y se han
descripto mas de 130 mutaciones diferentes. EI homocigota
estd asociado a purpura fulminans neonatal y el
heterocigota puede causar trombosis venosa o arterial.
Existen tres tipos de defectos: tipo |, defecto cuantitativo,
tipo Il defecto cualitativo (funcional) y el tipo Il que presenta
una reduccion antigénica en la proteina S libre con un nivel
de antigeno total normal. El test recomendado para
screening es el ensayo antigénico para la proteina S libre.
Existen distintas técnicas disponibles: Enzima-inmuno
ensayo, Laurell, test turbidimétrico de particulas de latex
que utilizan anticuerpos monoclonales. Los ensayos
funcionales de coagulacién, son una alternativa valida al
ensayo antigénico de la PS libre, son sensibles para los tres
tipos de defectos y son ampliamente utilizados.

Fibrindlisis

El inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-
1), también regula la fibrinolisis inactivando el activador
tisular del plasminégeno. Se ha descripto un polimorfismo
de insercién/delecién en el promotor (-675), 4G/5G. Su
efecto en el riesgo no esta esclarecido pero se piensa que
el alelo 4G aumentaria el riesgo de trombosis venosa,
especialmente en individuos portadores de otros defectos
trombofilicos genéticos.

Bioanalisis

Factor V y resistencia a la PCA (Proteina C activada)

Es la causa mas frecuente de trombofilia, causada
por una mutacion en el gen que codifica para el FV. El
Factor V Leiden es la causa genética de trombosis venosa
mas comun. El factor V es una glicoproteina codificada en
el cromosoma 1. La resistencia a la proteina C activada se
debe en la gran mayoria de los casos a una mutacion
puntual en el gen del Factor V, conocida como Leiden. En
esta variante del Factor V hay una sustitucion de una
adenina por una guanina en el nucleétido 1691 del exon 10
(G1691A) que causa una substitucién de una arginina por
una glutamina en el aminoacido 506. Esta mutacion hace
que la inactivacion sea 10 veces mas lenta causando una
mayor produccion de Trombina. El tipo de herencia de esta
alteracién es autosémico dominante.

Recientemente se han descripto 2 nuevas
mutaciones en el exon 7 del gen del Factor V. Una, llamada
Cambridge, consiste en una transicién de G por C en el
nucleotido 1091 causando una substitucion de una arginina
por una treonina en el aminoacido 306. La otra, Hong Kong,
es la transicion de A por G en el nucledtido 1090
produciéndose un cambio de arginina a glicina en el
aminoacido 306. La asociacion de estas variantes con
trombosis no se conoce.

El test de screening recomendado es la resistencia
a la proteina C activada (RPCA). Se basa en la
prolongacion de los tiempos del APTT después del
agregado de PCA. El resultado se expresa como una
relacion entre los dos tiempos de coagulacion. Existe una
modificacién del test original con agregado de plasma
deficiente en FV que mejora la sensibilidad hasta un 100%.

Factor Il

El factor Il o protrombina estéd codificado por un
gen de 21 Kb en el cromosoma 11. La mutacion del gen de
protrombina consiste en el cambio de la guanina por
adenosina en el nucleotido 20210 (G20210A) en la region 3’
no traducida. Este cambio aumenta la eficiencia de clivaje
del transcripto primario y un sitio de poliadenilacion mas
eficiente, causando una acumulacion de ARNm vy, por lo
tanto, mayor sintesis de proteina. Este efecto conduce a
una elevacion (130%) de la concentracion de protrombina
circulante, promoviendo a su vez la generacion de
trombina. Es la segunda causa mas frecuente de
trombofilia. Esta mutacion esta asociada a trombosis
cerebral y un mayor riesgo de infarto de miocardio. En un
estudio reciente se demostré que el riesgo de TVP en
portadores de esta mutacion se incrementa con la edad
(individuos mayores 40 afios tienen un riesgo 9 veces
mayor que individuos menores de 40). Muy pocos
individuos homocigotas han sido descriptos en el mundo y
presentan una marcada heterogenidad fenotipica, siendo
algunos asintomaticos y otros fatales en el periodo
neonatal. No hay test de laboratorio para esta anomalia.

Hiperhomocisteinemia

La homocisteina es un aminoacido intermediario
en el metabolismo de la metionina. La
hiperhomocisteinemia puede ser causada por factores
genéticos. La enzima metilen-tetrahidrofolato-reductasa
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(MTHFR) participa en este metabolismo y una mutacion
descripta, C677T, conduce a una enzima termolabil de
menor actividad. C677T es un polimorfismo muy comun en
MTHFR, que se corresponde con una substitucion de una
valina por alanina en la proteina (aminoacido 222). El alelo
T se asocia con niveles mas elevados de homocisteina, y
esta elevacion puede corregirse con suplementacion de
folato. Las causas y mecanismos de la asociacion de
hiperhomocisteina con trombosis son inciertos. La
deteccion en el laboratorio se basa en Enzimo-
inmunoensayos Yy tests inmunoldgicos de extincion de la
fluorescencia polarizada que muestran buena correlacion
con el método por cromatografia (HPLC).

¢Por qué realizar estudios de trombofilia?

- Para encontrar causas bioquimicas de la enfermedad
trombdtica.

- Para identificar factores de riesgo que puedan ser
modificados.

- Para predecir
asintomaticos.

- Para determinar el
enfermedad.

- Para identificar factores de riesgo de complicaciones
durante el embarazo.

riesgo trombdético en portadores

riesgo de recurrencia de la

¢A quién realizar estudios de trombofilia?

A todo sujeto con episodio de trombosis
confirmado (descartando cancer) siempre que exista al
menos una de las siguientes condiciones:

- Historia familiar de trombosis.
- Debut a edad temprana.

- Trombosis en sitios inusuales.
- Trombosis recurrente.

¢;Cuando realizar estudios de trombofilia?

En condiciones generales, el tratamiento clinico de
un evento trombdtico agudo no es influenciado por la
demostracion inmediata de un defecto especifico, de
manera que los tests pueden posponerse hasta que
culmine el periodo de tratamiento inicial.

¢Por qué no realizar estudios de trombofilia en el
evento agudo?

- Evento agudo: falsas disminuciones de PC y PS

- Anticoagulantes: Heparina: Disminucion de AT y PC.
Anticoagulantes orales: Disminucién de PCy PS.

- Solo los estudios de genotipo son confiables en esta
etapa.

Como en todas las pruebas de coagulacion es de
suma importancia priorizar los requerimientos de la fase
preanalitica, y respetar al maximo las condiciones de
coleccioén, conservacion, transporte y procesado. Realizar
un coagulograma bésico puede ayudar en la interpretacion
de los resultados: TP, APTT, fibrin6geno. También es
recomendable realizar hemograma con recuento
plaquetario y un interrogatorio al paciente para registrar
historia familiar, trombosis previa, pérdida fetal, enfermedad

cardiaca, terapia hormonal o anticoagulante y sintomas
neurologicos.

Si bien en los uUltimos afios ha habido importantes
avances en el estudio de la trombofilia que han permitido al
laboratorio la identificacion de nuevos desoérdenes, los
estudios de la hemostasia se encuentran en continua
expansion para comprender los mecanismos mas
complejos.
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