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Predisposicion a la trombosis
Desarrollo de kits diagnostico

Por Jorge de los Santos, German Cota y Juan Andrés Abin*

El equipo de investigacion y desarrollo de la empresa nacional ATGen Diagnostica
ha desarrollado tres nuevos productos para su comercializacion en el mercado
regional. Se trata de kits para determinar la presencia de mutaciones puntuales en
genes que codifican proteinas involucradas en la coagulacion de la sangre. Los
kits contienen los reactivos necesarios para realizar la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT).

Una mutacion es una alteracion en la secuencia de nu-
cledtidos (1) que componen la molécula de ADN, y que
se puede trasmitir de progenitor a hijo. Estos cambios
pueden clasificarse en cuatro tipos basicos: inserciones,
deleciones (o falta de una porcion),

Predisposicion a la trombosis

El proceso de coagulacién implica una serie de reac-
ciones enzimaticas encadenadas de tal forma que ac-
tian en cascada, amplificandose y

reordenamientos y sustituciones de
nucleétidos, y se denominan polimor-
fismos genéticos si se encuentran en
la poblaciéon con una frecuencia ma-
yor al 1%.

El desarrollo realizado por los auto-
res de esta nota, se centrd en un tipo
particular de mutaciones que implican
la sustitucion de nucledtidos en una
Unica posicion de la secuencia. Estas
sustituciones se denominan polimor-
fismos de nucleétido unico o SNP por
sus siglas en inglés.

En la ultima década y como conse-
cuencia directa del proyecto genoma
humano, asi como debido a los avan-
ces en las técnicas de secuenciacion
del ADN, el nimero de SNPs reporta-
dos ha aumentado exponencialmente

reclutando en cada paso un numero
mayor de moléculas. Dicha cascada
es controlada de forma rigurosa por
proteinas llamadas “Factores de coa-
gulacién sanguinea”, (las principales
son trece y se simbolizan con la F de
Factor mas un nimero romano). Un
desequilibrio en estos factores puede
conducir a un exceso de coagulacién
(trombosis) o a una deficiencia de la
misma (tendencia a la hemorragia).
Los SNPs asociados a la cascada
de coagulaciéon sanguinea mas rele-
vantes desde el punto de vista clinico
son: a) La mutacién de Leiden, que
es una mutacién en el gen que codifi-
ca para la produccion del Factor cin-
co de la coagulacién sanguinea (FV),
donde hay un cambio de la base ni-

a mas de 10 millones.

La mayoria de los SNPs encontrados en el genoma
humano no tiene repercusién directa en la salud de los
individuos que los portan. Sin embargo algunos pueden
representar un riesgo, ya que es posible asociar su pre-
sencia con una mayor frecuencia en la aparicion de enfer-
medades tales como cancer, diabetes, infecciones virales,
enfermedades vasculares y desérdenes mentales. Por lo
que su deteccion resulta muy valiosa en medicina preven-
tiva, ya que permite al médico leer el perfil genético de su
paciente y aplicar una terapia adecuada, asi como reducir
algunos factores de riesgo, salvaguardando su salud.

En este sentido, se han realizado importantes inversio-
nes a nivel mundial con el objetivo de caracterizar y ma-
pear nuevos SNPs en el genoma humano asociados a
enfermedades.

trogenada Guanina por Adenina en
el nucledtido 1691 (FV 1691G/A); b) la mutacién conoci-
da como Protrombina 20210A/G en el gen que codifica
para el Factor Il de la coagulacién (Fll), implica un cambio
de base Guanina por Adenina en la posicién 20210 (FlI
20210G/A) y c) la mutacion en el gen que codifica la enzi-
ma Metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) generada
por un cambio de Citosina por Timina en la posicién 677
(MTHFR 677C/T).

En los individuos portadores de al menos uno de estos
tres SNPs, se genera un desbalance en el proceso de
coagulacién sanguinea debido a que ésta no se reprime
correctamente. Esta alteracion, genera una propension a
formar coagulos de fibrina y células en la sangre.

La mutacion de Leiden aumenta el riesgo de sufrir trom-
bosis venosa en un factor mayor de 10 para individuos que
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han heredado los genes mutados de ambos padres, o sea
homocigotas (2) para esa mutacion. Por otra parte, los in-
dividuos con una sola copia mutada, heterocigotas, here-
dada de padre o madre, incrementan entre 2 y 10 veces el
riesgo de trombosis.

En los individuos que presentan al mismo tiempo la mu-
tacion de Leiden y la mutacion Protrombina 20210A/G,
la probabilidad de sufrir eventos tromboéticos se multipli-
ca. Los individuos con la tercera mutacion sefalada, que
adquirieron la mutacion de ambos padres, o sea homoci-
gotas para la mutacién, también presentan mayor riesgo
de trombosis asociada a la falta de actividad de la enzima
MTHFR, no asi los individuos heterocigotas.

En Uruguay

La trombosis en Uruguay esta presente en un alto nu-
mero de individuos, 1 de cada 1.000 la padecen. La mor-
talidad por esta enfermedad se asocia fundamentalmente
a la formacion de trombos (coagulos) en pulmones y a la
pérdida de embarazos recurrentes. En Uruguay, un estu-
dio del 2004 determind que en el 65 % de las perdidas
recurrentes de embarazos estaba presente al menos uno
de los tres principales SNPs asociados a la cascada de
coagulacién. En estos casos el tratamiento se basa en la
administracion regular del anticoagulante heparina duran-
te el embarazo.

En este escenario la medicina preventiva es de suma
importancia por la posibilidad de identificar a los pacientes
con predisposicion genética a sufrir trombosis y su trata-
miento profilactico temprano.

La terapia con estrogenos (por ejemplo durante la me-
nopausia), la obesidad, el tabaquismo, la diabetes melli-
tus, y la estasis venosa por trauma o inmovilidad, son con-
siderados factores de riesgo para la trombosis. Si a éstos
se suma la presencia de una o varias de las mutaciones
descriptas, el riesgo es mucho mayor. Los portadores de-
berian reducir al minimo dichos factores o, de no ser posi-
ble, someterse a tratamiento con anticoagulantes.

Es por esto que el andlisis clinico de los SNPs es indica-
do por el personal médico a individuos en las condiciones
mencionadas. También se indica a personas menores de
45 anos que hayan experimentado trombosis venosa o
embolismo pulmonar, a individuos con familiares portado-
res de la mutacién y especialmente a mujeres embaraza-

das que hayan sufrido la pérdida de embarazos en forma
recurrente.

Analisis clinico

La técnica de referencia en el estudio de SNPs es la
amplificacion del ADN por reacciéon en cadena de la po-
limerasa (PCR) (3) y posterior digestién con enzimas de
restriccion (RFLP por sus siglas en inglés). Estas enzimas
reconocen el sitio del ADN donde se encuentra la muta-
cién y escinden la molécula. Posteriormente los fragmen-
tos se visualizan al realizarse una electroforesis en gel de
agarosa o acrilamida. La técnica determina la presencia
0 ausencia de mutaciones en 9 horas aproximadamente.

Una variante mas moderna, la PCR en tiempo real
(PCR-RT), se utilizé en el desarrollo del kit. Desde que se
reportd por primera vez el uso de esta técnica se adop-
té rapidamente en laboratorios de investigacion y clinicos
de todo el mundo Su éxito es debido a que ademas de
detectar, cuantifica el nUmero de copias y también a que
los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultanea en un tubo cerrado sin necesidad de
ningun procedimiento posterior, mientras que en la técnica
tradicional de PCR el resultado es visualizado en una ter-
cera etapa, al realizar una electroforesis en gel de agarosa
o poliacrilamida.

La ventaja entonces de la PCR-RT es que acorta el tiem-
po de reaccion y minimiza los pasos, evitando errores en
la manipulacion de las muestras, lo que conlleva la posibi-
lidad de contaminacion, cuantifica el nimero de copias y
ademas el proceso es factible de ser automatizado.

La deteccidn se logra utilizando marcadores fluorescen-
tes (sondas) cuyas secuencias les permiten pegarse a la
region del ADN que contiene el SNP. Inmediatamente des-
pués de la amplificacion de la regién del ADN conteniendo
el SNP se realiza la desnaturalizacion de la sondas y del
ADN amplificado por aumento gradual de la temperatura
midiendo continuamente la emision de luz o fluorescencia.
Si la mutacion se encuentra presente en el ADN se ne-
cesita mayor energia para la desnaturalizacion, lo que se
visualiza al graficar los valores de fluorescencia en funcion
de la temperatura.

La estrategia aplicada es util para clasificar a los pa-
cientes en homocigotas normales si ambas copias del
gen no son mutadas; heterocigotas, si solo una de ellas
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es mutada; y homocigota mutado, cuando ambas copias
del gen presentan la mutacion.

Desarrollo nacional

El desarrollo consistio en el disefio de sondas fluores-
centes, los reactivos y las condiciones experimentales que
permiten amplificar y detectar los fragmentos de los genes
FV, Fll y MTHFR que contienen o no SNPs. Las reaccio-
nes para cada uno de los genes se realizan por separado
utilizando los reactivos provistos en cada kit.

En la practica, el ensayo se realiza partiendo de un pe-
quefio volumen de muestra de sangre del paciente a partir
del cual se purifica el ADN. EI ADN obtenido se coloca en
un microtubo con los reactivos del correspondiente kit y
éste se coloca en el equipo donde se lleva a cabo la reac-
cién de PCR-RT. En el transcurso de una hora y media es
posible leer los resultados y determinar si el paciente tiene
0 no la mutacion y si éste la heredé de ambos padres (ho-
mocigota mutado) o de un Unico progenitor (heterocigota).

Los tres kits para detectar mutaciones implicadas en la
regulacion sanguinea se han validado y registrado ante el
Ministerio de Salud Publica. Basados en la tecnologia de
PCR en Tiempo Real se ha disminuido el numero de eta-
pas, tiempo y costos asociados a la técnica de deteccion
de SNPs y aumentado la reproducibilidad del diagndstico
en comparacion con la técnica de referencia PCR RFLP.
Los kits permiten implementar esta tecnologia de forma
sencilla y estandarizada en los laboratorios de diagndstico
clinico que emplean biologia molecular. En la actualidad
se trabaja en la posibilidad de detectar los SNPs en una
unica reaccion de PCR-RT.

Notas

1. Un nucledtido es la unidad estructural de la molécula de
ADN. Se compone de un aztcar (desoxiribosa), una de las cuatro
bases nitrogenadas (citosina, C; timina, T; adenina, A; y guanina,
G) y un fosfato que actua de enlace con el siguiente nucledtido.
Hay cuatro tipos de nucledtidos dependiendo de la base nitroge-
nada que contienen. El orden en el que estan enlazados los nu-
cledtidos en la cadena de ADN determina lo que se conoce como
secuencia del ADN.

2. Homocigotas - Heterocigotas: Los genes se encuentran dis-
tribuidos en cromosomas. Cada persona tiene 46 cromosomas
agrupados en 23 pares. En cualquier par de cromosomas, un
miembro del par es heredado del padre y el otro de la madre por
la tanto hay 2 copias de cada gen en un individuo dado (excepto
para los genes en los cromosomas sexuales). Los genes pueden
tener variantes en la poblacion, es decir, el mismo gen puede ser
levemente diferente de un individuo a otro. Si una persona hereda
dos variantes de un gen en un par de cromosomas, uno del padre
y otro distinto de la madre, esta persona se denominara heteroci-
gota para ese gen, si son iguales, sera homocigota para ese gen.

3. PCR: (Polymerase Chain Reaction): es una técnica de biolo-
gia molecular que permite aumentar el nimero de copias de una
secuencia de ADN en cantidad suficiente para que posteriormente
pueda ser analizada. PCR en tiempo Real: Es una variante de la
técnica de PCR que permite cuantificar la cantidad de ADN produ-
cido en forma continua mediante el uso moléculas fluorescentes
capaces de unirse al ADN.

* Los Lic. Jorge de los Santos y German Cota y el Dr. Q.F.
Juan Andrés Abin son integrantes del equipo de I+D de ATGen.
Agradecen a: Carlos Sanguinetti, Gonzalo Greif, Sofia Tedesco y
Fabricio Sarlos por sus aportes al trabajo realizado.
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