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Introduccion: la resistencia a la proteina C activada es el factor de riesgo genético mas
frecuente en los casos de tromboembolismo en la poblacién caucasica, siendo responsable
de aproximadamente 20 a 60% de los casos de trombofilia familiar. La sustitucion de
arginina (R) por acido glutamico (Q) en la posicion 506 del factor V de la coagulacion,
mutacion denominada factor V Leiden, se encuentra en 95% de los casos de resistencia a
la proteina C activada. Estudios en diferentes poblaciones alrededor del mundo han
demostrado que esta mutacion se encuentra restringida a las poblaciones con origen o
mezcla de genes caucasicos.

Objetivo: determinar la prevalencia de la mutacién del factor V de la coagulacion (factor
V Leiden) en donantes de banco de sangre de cuatro ciudades colombianas.

Material y métodos: en este estudio fueron genotipificados 495 individuos seleccionados
dentro de un grupo de donantes de banco de sangre, distribuidos de la siguiente manera:
370 de Santafé de Bogota, 50 de Barranquilla, 45 de Bucaramanga y 30 de Medellin.

Resultados: se encontré una prevalencia del factor V Leiden de 1,44% en la poblacion
estudiada.

Conclusioén: la mutacion del factor V, factor V Leiden, se encuentra presente en la
muestra estudiada, y es un riesgo que debe ser investigado en pacientes con trombosis
idiopatica
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(Acta Med Colomb 2000;25:2-5).

Introduccion

El tromboembolismo venoso profundo es un problema
de salud publica en todo el mundo. En nuestro medio, en el
estudio de Dennis y colaboradores (1), se encontré que en
un grupo de 696 pacientes hospitalizados en los servicios
de medicina interna, cirugia y ortopedia, 7% present6 al
menos un episodio de trombosis venosa profunda durante
su hospitalizacion. Teniendo en cuenta la morbimortalidad
en los pacientes hospitalizados, se ha intentado la identifi-
cacion de los factores de riesgo para iniciar una terapia
anticoagulante en caso necesario. Sin embargo, en Colom-
bia son muy pocos los estudios que se han realizado acerca
de la importancia de los factores genéticos en la trombosis
venosa. La resistencia heredada a la proteina C activada
(APC) es el factor de riesgo mas importante en poblaciones
caucasicas, tanto europeas como norteamericanas (2).
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La resistencia a la APC representa 21% de los casos de
trombosis venosa profunda (TVP) en menores de 70 afios y
mas de 50% de los casos de trombosis venosa familiar (3,
4) en series de Estados Unidos y Europa, lo cual la convier-
te en la causa genética mas comun de las trombofilias. Mas
de 95% de los casos de resistencia a la APC son causados
por una mutacion puntual en el factor V de la coagulacion,
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localizada en la posicion 1691 en donde una guanina es
sustituida por adenosina, la que produce un cambio en el
aminoacido 506 que pasa de arginina (R) a acido glutdmico
(Q) (5). Los heterocigotos para esta mutacion tienen un
riesgo de trombosis venosa siete veces mayor que el de la
poblacién general y los homocigotos son ochenta veces
mas susceptibles (6, 7).

La incidencia del factor V Leiden presenta variabilidad
geografica. La mayor frecuencia de heterocigotos y
homocigotos para esta mutacion se encuentra en los paises
europeos donde la frecuencia alélica de FV: Q506R en la
poblacion general es de 4% (8). Esta frecuencia se encuen-
tra aumentada en el sur de Suecia (8%) y en Grecia (7%)
mientras que en Espafia la frecuencia es de 3,3% (9). En
América del Norte la frecuencia alélica de la mutacion
alcanza entre 3% y 6% (10) de acuerdo con la serie estudia-
da, mientras que en Latinoamérica la prevalencia es varia-
ble: en controles del sur del Brasil la prevalencia es de 3%
(11), en Argentina de 5%, en Costa Rica de 2% y en
Venezuela de 1,65% (12). Existen datos de indigenas pe-
ruanos y de la poblacién jamaicana con una prevalencia de
0%. En Asia Menor se encontrd una frecuencia de 0.6%
mientras que en Africa, sudeste asiatico y Australia la
frecuencia es de 0% (8).

En este estudio fueron genotipificados 495 individuos
de diferentes regiones colombianas, seleccionados dentro
de los donantes de bancos de sangre, con el fin de determi-
nar la prevalencia del factor V Leiden en la poblacion
estudiada.

Material y métodos

Sujetos

Se estudiaron muestras de sangre pertenecientes a 495
individuos de cuatro ciudades colombianas. Los controles se
obtuvieron de muestras de conveniencia obtenidas al azar
dentro de los donantes de banco de sangre. Trescientos setenta
individuos eran provenientes de la ciudad de Bogota, 50 de
Barranquilla, 45 de Bucaramanga y 30 de Medellin. La varia-
bilidad en el tamafio de la muestra en las diferentes ciudades se
debe a la dificultad de conseguir un nimero mayor de mues-
tras en las ciudades fuera de Santafé de Bogota.

Extraccién de ADN
El ADN genémico fue aislado de los leucocitos de
sangre periférica mediante el método de salting out (13).

Reaccion de PCR

Se amplificaron 200 ng de DNA en un volumen final de
20 ml, en la siguiente mezcla: 3 mM de MgCl,,0.125 mM
de cada uno de los dNTPs, 10 pmol de cada uno de los
iniciadores (Tabla 1), 0.5 unidades de Taq polimerasa,
16.6 mM de sulfato de amonio, 50 mM Tris HCL pH 8.0y
10 mM de B-mercaptoetanol. La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador Perkin Elmer 2400: 95°C por
cinco minutos, seguido por 30 ciclos con temperaturas
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decrecientes de anillaje. Los primeros cinco ciclos: 95°C
(30 seg), 62°C (20 seg) y 72°C (20 seg); los siguientes diez
ciclos: 95°C (30 seg), 60°C (20 seg) y 72°C (20 seg) y por
ultimo 15 ciclos a 95°C (30 seg), 58°C (20 seg) y 72°C (20
seg) con un tiempo final de elongacion de 72°C por cuatro
minutos. El producto de PCR fue sometido a electroforesis
en un gel de agarosa al 3% para observar la calidad de la
amplificacion. El tamafio de la banda amplificada fue de
267 pares de bases correspondientes al exon 10 del gen de
factor V ubicado en el cromosoma 1.

PCR-SSOP

Para determinar la presencia o ausencia de la mutacion
se empled la técnica de SSOP (Sequence Specific Oligo
Probes). Se colocaron 5 pl del producto amplificado en
una membrana de nylon cargada positivamente
(Boehringer Mannheim), el ADN se desnaturalizdé con
NaOH 0.4 N; se estabilizo con SSC 10X y se entrecruzo
en un cross-linker (UV Stratalinker 1800). Las membra-
nas fueron prehibridizadas en 2% de agente bloqueo, 6X
SSC, 0.1% de N-lauryl-sarcosine y 0.02% de SDS por una
hora a 43°C. Posteriormente se afiadieron las sondas (1005
y 1006) marcadas con digoxigenina a una concentracion
final de 4 pmol/ml: la 1005 complementaria para la muta-
cion del factor V Leiden y la 1006 complementaria para la
secuencia normal (Tabla 1) (5). Las membranas fueron
hibridadas a 43°C por 18 horas. Posteriormente fueron
lavadas con SSC 2X, 0.1% SDS por cinco minutos a
temperatura ambiente y se realiz6 un lavado astringente
durante 40 minutos en SSC 5X y 0,1% de SDS a una
temperatura de 53°C para la sonda 1005 y 55°C para la
sonda 1006. Las membranas fueron bloqueadas durante
una hora en una solucion de reactivo de bloqueo al 2% en
0.1M de acido maleico y 0.15M de NaCl, pH7.5. La
deteccion de las sondas se llevo a cabo con un fragmento
de anticuerpo (Fab) antidigoxigenina (Boehringer-
Mannheim) marcado con fosfatasa alcalina a una dilucion
1/5000. El exceso de anticuerpo fue eliminado mediante
dos lavados consecutivos en 0.1 M 4acido maleico, 0.15 M
NaCl, 0.3% Tween-20. Las membranas fueron incubadas
por cinco minutos en una solucién de 0.05 M de MgCl,,
0.1 M deNaCly 0.1 M de Tris, pH9.5 y posteriormente se
incubaron por un minuto en una solucién con CDO-Star
(1:100) y fueron expuestas durante 30 minutos en una
placa de autorradiografia Kodak.

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores y las sondas empleadas.
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Resultados
1. Identificacion de la mutacion del factor V mediante
PCR-SSOP.

La Figura 1 muestra un ejemplo de ocho individuos
genotipificados mediante la técnica de PCR-SSOP. Uno de
ellos, el numero seis, muestra sefales positivas con ambas
sondas (la 1006 y la 1005) siendo por lo tanto heterocigoto
para la mutacion. Los otros individuos s6lo muestran una
sefial positiva con la sonda 1006 y por lo tanto son tipificados
como normales. De los 495 individuos estudiados siete
fueron positivos con las sondas 1005 y 1006; los 488
restantes so6lo mostraron sefial con la sonda 1006.

2. Frecuencia de la mutaci-n del factor V en las
poblaciones estudiadas.

Los resultados obtenidos en las diferentes ciudades se
muestran en la Tabla 2. La frecuencia alélica de la muta-
cion del factor V Leiden en tres de las cuatro ciudades

Figura 1. Autorradiografia de la hibridacion del fragmento de PCR en ocho
individuos diferentes (1-8). En el panel superior (A), la membrana fue hibridada
con la sonda 1006 complementaria a la secuencia normal del factor V; mientras
que en el panel inferior (B) se empled la sonda 1005 complementaria a la
secuencia mutada. Ambas sondas fueron marcadas con digoxigenina (DIG). La
deteccion se hizo con el anticuerpo Anti-DIG marcado con fosfatasa alcalina y el
sustrato quemiluminiscente CDP*. El individuo localizado en la posicion seis es
heterocigoto para la mutacion ya que muestra seiial con ambas sondas. Los
otros sujetos no poseen la mutacion ya que la senal es positiva solamente con la
sonda 1006.

Tabla 2. Prevalencia del factor V Leiden en cuatro ciudades de Colombia.

estudiadas es de 0%, mientras que en Bogota esta frecuen-
cia aumenta hasta 0.94% similar a la informada para otros
paises latinoamericanos. La prevalencia por lo tanto es de
1,89% en Santafé de Bogotd y de 1.44% para el total de las
muestras investigadas.

Discusién

La mutacion del factor V, factor V Leiden, se encuentra
presente con una alta frecuencia en las poblaciones
caucasoides europeas y sin embargo esta virtualmente au-
sente en las poblaciones orientales y africanas. Esta distri-
bucion sugiere que la mutacion se puede haber originado
recientemente en la poblacion europea y se ha dispersado
hacia el resto del mundo mediante migraciones. La pobla-
ciéon latinoamericana es el producto de una mezcla de ra-
zas: amerindios, espafioles, negros africanos y mas recien-
temente nuevas migraciones europeas. Es por esto que la
prevalencia del factor V Leiden en estas poblaciones varia
de acuerdo con el grado de mestizaje de las mismas.

Los datos que encontramos en este estudio muestran dos
poblaciones diferentes desde el punto de vista de la fre-
cuencia del factor V Leiden. Por una parte, la poblacion
estudiada de Santafé de Bogota muestra una prevalencia de
1.88%, comparable a la informada en varios estudios de
Latinoamérica y Europa, mientras que en las otras ciudades
estudiadas (Medellin, Bucaramanga y Barranquilla) no en-
contramos portadores de esta mutacion en las 125 mues-
tras estudiadas. La ausencia del alelo mutante en otros
centros metropolitanos importantes del pais puede deberse
al pequeno tamafio de la muestra estudiada, o a la mayor
tasa de inmigracion en Santafé de Bogotd; ademads, es muy
factible que estos portadores sean descendientes de
inmigrantes europeos establecidos no hace muchas genera-
ciones en el pais.

Por otra parte, en un estudio realizado en 44 pacientes
hospitalizados con diagnostico de trombosis venosa pro-
funda, tromboembolismo pulmonar y ACV de origen pri-
mario, se encontrd que la incidencia del factor V Leiden era
de 23% (manuscrito enviado a publicacion). Estos datos
sugieren que aunque el factor V Leiden no es una mutacion
tan frecuente en nuestro medio como lo es en poblaciones
europeas, es uno de los factores que deben ser considerados
en el estudio de todo paciente con trombosis idiopatica o
trombofilia familiar, especialmente en el caso de aquéllos
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con antecedentes familiares o personales de episodios
tromboembolicos.

En conclusion, la identificacion de la mutacion del fac-
tor V, el factor V Leiden, debe tenerse en cuenta en el
estudio de las trombofilias familiares e idiopaticas; aunque
su prevalencia en la poblacion colombiana no es tan alta
como en los paises europeos, si se encuentra presente y su
frecuencia aumenta en los pacientes con episodios
tromboticos. La determinacién de la mutacion mediante
PCR es un estudio relativamente sencillo y que ademas
presenta la ventaja de poderse realizar en pacientes bajo
terapia anticoagulante. Esta caracteristica es de gran impor-
tancia, ya que los pacientes que presentan un episodio de
trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmonar
son anticoagulados inmediatamente, lo cual impide realizar
el estudio funcional de la proteina C activada.

Summary

Introduction: resistance to activated protein C (APC) is
the most common genetic risk factor for venous throm-
boembolism in the Caucasian population; it is responsible
for 20-60% of the cases of familiar thrombosis. The substi-
tution of Arg 506 to Gin in position 1691 of the coagulation
factor V gene (factor V Leiden) is detected in more than
95% of the cases of APC resistance. Worldwide studies
have shown that this mutation is restricted to individuals of
European Caucasian origin, or in populations with an ad-
mixture of caucasian genes.

Objective: to determine the prevalence of the mutation
in Factor V, Factor Leiden, in normal donors of blood
banks from four Colombian cities.

Material and methods: in this study 495 individuals
were genotyped. The population investigated was sleeted
from blood banks donors. Subjects were distributed as
follow: 370 from Santafé de Bogota, 50 from Barranquilla,
45 from Bucaramanga y 30 from Medellin.
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Results: we found a prevalence of 1.44% of factor V
Leiden in the popultation investigated.

Conclusion: the mutation of factor V, factor V Leiden,
has been found in our population. It should be investi-
gated in the patients with a diagnosis of idiophatic throm-
bosis.

Key-words: activated protein C, thromboembolism, fac-
tor V Leiden.
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